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Résumé 
Alors que le rachitisme, l'ostéomalacie et la carence en vitamine D sont considéré comme 
chose du passé dans les pays industrialisés, de nombreuses études publiées récemment 
rapportent des problèmes de déficience en vitamine D au sein des pays nordiques. 
Nous avons étudié les répercussions du déséquilibre phosphocalcique sur la santé de l'os 
en croissance. Grâce à un model de rat carencé en vitamine D et en calcium et différentes 
diètes, nous avons fait varier l'apport en vitamine D, en calcium et en phosphore dans 
l'alimentation des animaux. 
En comparant l'histologie du cartilage de croissance, l'expression de gène clé de la 
maturation chondrocytaires et de la vascularisation du cartilage de croissance et différent 
paramètres biochimiques (PTH, 1,25(OHh vitamine D, calcémie et phosphatémie) et 
physique (poids) nous avons tenté de déterminer si l'absence de vitamine D pouvait être 
compensé par l'apport en calcium et en phosphore. 
De plus, nous avons montré qu'en absence de vitamine D, le ratio du calcium et du 
phosphore devenait très important. Finalement, l'expression génique de certaines 
protéines a été estimée pour évaluer si le cartilage de croissance de ces animaux, en 
fonction de l'état histologique de l'os, montrait le même profil d'expression selon le statut 
en vitamine D. Nos résultats montrent que l'expression génique n'est pas directement 
corrélée en fonction de l 'histologie du cartilage de croissance. 
Mots clés: Cartilage de croissance, carence, vitamine D, calcium, phosphore, rat, ratio, 
expression génique, chondrocytes, ossification endochondrale, 
IV 
Abstract 
Rickets, ostemalacia and vitamin D deficiency have been considered a disease of 
the past in developed countries but recent studies have shown that a vitamin D 
insufficiency and its associated health problems was still a prevalent in several northem 
countries. 
The experiment consisted of demonstrating the consequences of an unbalanced 
phosphorus-calcium diet on the growing rate of bones. We tested our hypothesis in 
vitamin D and calcium deficient rats by feeding them diets that contained various 
arnounts of vitamin D, calcium and phosphorus. 
By comparing the growing cartilage histology, the chondrocyte maturation key 
gene expression, and several physical (weight) and biochemical (pTH, 1,25(OH)2 vitamin 
D, calcemia and phosphatemia) parameters, we tried to determine if, in a given diet, the 
intake of calcium and phosphorus could compensate for the absence of vitamin D. 
Our study clearly showed that the calcium and phosphorus levels became even 
more relevant for vitamin D deficient rats than in vitamin D repleted rats. 
We also evaluated the gene expression of a few proteins in order to determine if 
the growing cartilage of these animaIs, in relation with their histological states, showed 
the sarne expression profile depending on the vitamin D status. In conclusion, our results 
showed that the gene expression does not directly correlate with the growing cartilage 
histology. 
Keywords: growth plate, vitamin D, calcium, phosphorus, deficiency, rat, ratio, gene 
expression, chondrocytes, endochondral ossification. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
Li-LA VITAMINE D 
1.1.1- MÉTABOLISME GÉNÉRAL 
La première preuve de l'existence d'un composé actif dans l'absorption du 
calcium et la croissance des os fut trouvée dans 'l'huile de foie de morue; c'est ce qui 
conféra à la vitamine D son titre de « vitamine» (1). Toutefois, elle peut être produite 
par le corps, transportée dans le sang et agir à distance ce qui fait aussi d'elle une 
hormone. C'est un sécostéroïde, un stéroïde dont le quatrième cycle est ouvert. C'est 
donc un composé lipophile qui doit voyager dans le sang lié à une protéine pour 
permettre sa solubilisation. De plus, son caractère lipophile permet son stockage dans 
le tissu adipeux. La vitamine D est un composé inerte qui, pour devenir actif, doit 
passer par deux hydroxylations ; la vitamine deviendra ultimement la 1,25dihydroxy 
vitamine D (l,25(OH)2D) (aussi appellé calcitriol), une hormone du système de la 
vitamine D et un composé plus hydrophile que la substance mère (2). 
La vitamine D peut être de nature animale ou végétale. Cette différence est 
visible dans la structure de la molécule. Celle produite par l'homme ou par l'animal se 
nomme choléca1ciférol ou vitamine D3. L'ergocalciférol ou vitamine D2, est produite 
par les végétaux, principalement le phytoplancton. 
Production endogène 
Il y a production endogène de vitamine D3 lorsque des rayons UV de moins de 
315 nm frappent une molécule de 7-déhydrocholestérol dans la membrane plasmique 
des kératinocytes. Cette molécule passera dans la circulation sanguine liée à la 
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« vitam in D binding protein », (DBP), la principale protéine liante de la vitamine D 
dans le sang (1; 3; 4). Une fois dans la circulation, la vitamine de fabrication endogène 
rejoindra celle provenant de l'alimentation. 
De multiples facteurs font varier la production endogène de vitamine D3; la 
latitude et les saisons entre autres. Environ 90% de l'apport en vitamine D provient de 
sa production endogène (5; 6). Plusieurs études récentes on montré que de nombreuses 
populations humaines souffraient d'insuffisance ou d'une déficience en vitmaine D (3; 
5; 7-10). 
Apport exogène 
Les sources nutritionnelles en vitamine D sont limitées; seuls la chair et 
l'huile de certains poissons gras (saumon, sardine), les viscères de certains animaux 
(foie de morue) et le jaune d'œuf en contiennent. De plus, au Canada, le lait et la 
margarine sont obligatoirement enrichis en vitamine D (3; 5). 
Les sources de vitamine D dans la nutrition peuvent être de nature animale 
(D3) ou végétale (D2)' Cette différence est visible dans la structure de la molécule. 
Bien qu'elles aient historiquement été considérées comme équivalentes, des études 
tendent à montrer que la vitamine D3 aurait une plus grande activité biologique chez 
les mammifères (11). 
La vitamine D est absorbée dans l'intestin selon le même mécanisme que les 
autres composés lipidiques, habituellement à une hauteur de 60 à 90% (12-14). C'est 
la portion non-liée de la vitamine D qui arrivera au foie, et subira sa première 
hydroxylation, principalement dans les hépatocytes. 
Métabolisme 
La figure 1 illustre quelques-unes des transformations que subit la molécule de 
vitamine D. En plus des trois transformations principales, il faut se rappeler que des 
1 Acide Calcitroïque 
1 Vitamine D3 
1 25(OH)-I\ 1 
111l,23.25(OH)~3 1 1 a.,25-(OHhD3-26.23-lactone 
Figure 1: Représentation des transfonnations enzymatiques menant à l'activation et à la dégradation de la vitamine D. 
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dizaines de molécules intermédiaires sont produites et ne resteront dans la circulation 
que quelques minutes. Seules les voies principales de transformation de la molécule de 
la vitamine D sont illustrées. 
VITAMINE D 25-HYDROXYLASE 
La principale forme circulante de vitamine D est la 25hydroxy vitamine D 
(25(OH)D). La vitesse à laquelle la vitamine D est hydroxylée une première fois, dans 
le foie, se fait presque entièrement en fonction de la concentration du précurseur dans 
le sang (l3). Cest ce qui explique que la 25(OH)D est un représentant fiable du statut 
en vitamine D, et qu'elle est habituellement le métabolite mesuré pour connaître ce 
statut. La 25(OH)D voyage elle aussi dans le sang lié à la DBP (12). 
De nombreuses enzymes de la famille des cytochromes P450 (CYF27Al, 
CYP2Dll , CYP2D25, CYP2J2/3, CYP3A4) possèdent une activité D-25-
hydroxylase. Cependant, jusqu'à tout récemment, aucune de celles-ci ne possédait 
l'affinité ou l'activité correspondant aux observations faites in vivo (15; 16). En 2003, 
l'équipe de Russel a montré qu'une enzyme orpheline de la famille des cytochromes 
P450, le CYP2Rl montrait une activité D-25-hydroxylase dont les caractéristiques 
enzymatique in vitro étaient compatibles avec les paramètres biologiques (17). Ce 
même groupe à présenté le cas d'un sujet porteur d'une substitution dans ce gène qui 
présentait des symptômes de rachitisme (18). Le CYP2Rl est conservé à travers 
l'évolution et est présent chez l'humain, le rat, la souris et le porc entre autres (15; 18). 
Il n'est, cependant, pas exclus que plusieurs autres CYPs contribuent in vivo à la 25-
hydroxylation de la vitamine D. 
Lorsque la 25(OH)D entre dans la circulation sanguine, deux voies principales 
s'offrent alors à elle; la transformation en métabolite actif par son hydroxylation sur le 
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premier carbone avec la production de l'hormone 1,25dihydroxy vitamine D ou des 
transformations sur d'autres sites de la molécules qui mènent à sa dégradation. 
25HYDROXY -VIT AMINE D I-HYDROXYLASE 
L'hydroxylation du premier carbone de la molécule est l'étape limitante de la 
formation du composé actif, la 1,25dihydroxy vitamine D. L'enzyme responsable de 
cette hydroxylation fut clonée en 1997 (19) et nommée CYP27Bl. C'est une enzyme 
de la membrane interne mitochondriale, et des mutations dans la séquence de 
l'enzyme produisent un phénotype de rachitisme. La 1,25(OHhD produite dans le rein 
est exportée vers la circulation sanguine et agira à travers l'organisme sur les tissus 
cibles de l'hormone (20). De nombreux autres types cellulaires (entérocytes, 
kératinocytes, ostéoblastes, macrophages, cellules de la prostate, cellules non 
parenchymateuses hépatiques, entre autres) produisent aussi de la 1,25(OH)2D (2; 6; 
21). Contrairement à celle produite dans le tubule contourné proximal, toutefois, la 
1,25(OHhD extra-rénale semble avoir une action paracrine ou autocrine. La 
1,25(OH)2D qui agit de façon endocrine induit les actions dites classiques associées à 
la vitamine D (régulation du métabolisme phosphocalcique) alors que ses actions auto 
ou paracrine induisent les rôles nommés non classiques (action anticancéreuse, sur le 
système immunitaire etc.) (voir la section 1.2). 
L'expression du CYP27BI varie grandement selon les conditions et selon le 
type de cellules. La 1,25(OHh D fait diminuer l'expression du CYP27BI alors que la 
PTH la fait augmenter (16; 21; 22). Le calcium sérique semble réguler le CYP27B 1 
indirectement via la PTH et directement par le Calcium sensing receptor (CaSR) (23). 
La calcitonine semble agir en faisant augmenter l'expression de l'enzyme (24) et 
finalement le phosphore la régule par le biais du FGF-23 (25). Le CYP27B 1 qui 
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produit la 1,25(OH)2D locale serait régulé par des facteurs de communication intra ou 
intercellulaires tels les cytokines et les facteurs de croissances (21; 22). 
VITAMINE D 24-HYDROXYLASE 
Le CYP24A1 est une enzyme qui catabolise plusieurs réactions, mais qui est 
traditionnellement connue pour l'hydroxylation en position 24 de la 25(OH)D ou de la 
1,25(OH)2D. C'est dans le rein que son expression est la plus élevée mais la plupart 
des cellules cibles du système de la vitamine D l'expriment (2; 15; 16). 
Le CYP24A1 est la voie principale de dégradation des métabolites de la 
vitamine D. Il permet de réguler étroitement les concentrations de 1,25(OH)2D, étant 
donné sa grande activité biologique. Il métabolise la 25(OH)D en 24,25(OH)2D, mais 
la 1,25(OH)2D semble être le substrat préférentiel de l'enzyme avec la production 
d'un métabolite inactif, la 1,24,25(OH)3 vitamine D (2; 15; 26; 27). 
Compte tenu de son rôle dans le métabolisme de la vitamine D, la D-24 
hydroxylase elle-même est étroitement régulée. Deux éléments de réponse à la 
vitamine D (VDRE vitam in D response element) sont présents dans sa région 
promotrice (16). Sa régulation est à l'opposé de celle du CYP27B1; elle est induite par 
la 1,25(OH)2D, alors que la PTH agit à l'inverse (28). Le niveau d'expression du 
CYP24 est très faible dans les conditions normales mais peut être augmenté 
considérablement lorsqu'une grande quantité de 1,25(OH)2 vitamine D entre dans la 
circulation. Il semble que tout comme le CYP27B1, la régulation du CYP24A1 se fait 
à deux niveaux: le taux circulant est controlé par les cellules du tubule contourné 
proximal, alors que le niveau local de calcitriol serait régulé par l'ensemble des 
cellules du système de la vitamine D qui possèdent le CYP24 (29). 
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1.l.2-RÔLE DE LA VITAMINE D 
Classiquement, la vitamine D est reconnue pour agir sur le métabolisme 
phosphocalcique et a ainsi une influence sur la santé osseuse. Elle influence 
principalement l'os, le rein, l'intestin, et la glande parathyroïde. 
Comme vu précédemment, la 1,25(OH)2D agit aussi sur son propre 
métabolisme. Finalement, les rôles dans la prolifération, la différentiation et sur le 
système immunitaire sont associés aux actions non classiques de la vitamine D. 
Métabolisme phosphocalcique 
Un résumé des actions de la vitamine D sur le métabolisme phosphocalcique 
est illustré à la figure 2. 
INTESTIN 
La 1,25(OH)2D agit de façon générale en contribuant à l'augmentation des 
concentrations sériques de calcium. Le premier organe affecté par l'action de la 
1,25(OH)2D sérique est le petit intestin. En effet, la capacité d'absorption intestinale 
du calcium et du phosphore va augmenter rapidement sous l'effet de la 1,25(OH)2D 
(21). Le passage du calcium dans les canaux membranaires est facilité par le calcitriol; 
il augmente l'expression de protéine qui permettent l'entrée du calcium dans les 
entérocytes, et sa sortie sur la face apicale. L'expression de la calbindine 9K, une 
protéine qui lie le calcium cellulaire afin d'éviter de modifier l'équilibre ionique 
intracellulaire est également augmentée par la 1,25(OH)zD (30). L'absorption du 
phosphore est étroitement reliée à celle du calcium et les deux seront modifiées par la 
présence de l'hormone de la vitamine D. La 1,25(OH)2D augmente l'absorption du 
phosphore en produisant un accroissement du transport trans-cellulaire par la synthèse 
d'une pompe NalPi, la NPT2b (31). 
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Figure 2: Représentation des actions classiques de la 1,25(OH)zvitamine D. Les images de rein, d'os et d'intestin proviennent 
du du Gray Anatomy édition 1918 et (S) du siite SEER's Training Web Site, 
(http://training.seer.cancer.gov/module anatomy/unit3 2 bone tissue.html) par le US National Cancer Institute. 
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REIN 
De nombreux facteurs agissent sur le rein. En effet, il est un organe important 
dans l'homéostasie ionique de l'organisme. 
L'un des effets de la 1,25(OHhD sur le rein est de moduler l'expression des 
enzymes qui régulent sa production et sa dégradation. Elle fait augmenter dans le rein 
l'expression du CYP24 et fait diminuer celle du CYP27Bl, ce qui permet ainsi de 
maintenir les concentrations de 1,25(OH)2D à l'intérieur d'une marge étroite (21). 
Outre sa propre régulation, la vitamine D agit aussi sur le rein pour augmenter 
la réabsorption du calcium et du phosphore. La partie proximale du néphron n'est pas 
sous contrôle endocrinien et la réabsorption du calcium à lieu de façon constante. 
C'est la régulation de la réabsorption du calcium de la dernière portion du néphron, 
dans le tubule distal qui est modulé par l'hormone (32). Cette réabsorption se fait 
contre un gradient de concentration et elle nécessite la présence de la PTH et de la 
1,25(OH)2D (32; 33). 
SQUELETTE 
Les effets de la vitamine D sur le squelette sont nombreux et se produisent à 
plusieurs niveaux. De façon indirecte, en agissant sur le métabolisme phosphocalcique 
et directement par l'action de la 1,25(OH)2D sur les différents types cellulaires qui 
peuplent l'os. Cependant l'action classique de la vitamine D sur l'os relève surtout de 
son effet indirect. 
L'action indirecte de la vitamine D est due à son effet sur les concentrations 
sériques de calcium et de phosphore. L'effet de la 1,2S(OH)2D sur le rein et l'intestin 
va permettre de conserver ces concentrations à un niveau suffisant pour permettre la 
minéralisation (21). Le déséquilibre phosphocalcique induit par la carence en vitamine 
D mène ultimement au rachitisme chez l'enfant et à l'ostéomalacie chez l'adulte. 
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Mais le calcitriol agit aussi directement sur les cellules qui peuplent l'os. En 
effet, les animaux dont l'enzyme 25(OH)D-l hydroxylase est inactivée et qui sont 
nourris avec un régime qui normalise les concentrations sériques de calcium et de 
phosphore montrent un rétablissement de la majorité des symptômes dûs à la 
déficience en 1,25(OH)2D mais il subsiste un effet sur l'os (34). Les rapports sur les 
effets du calcitriol sur les cellules osseuses concernent la différentiation et la 
prolifération des cellules osseuses, des effets plutôt associés au rôle non classique de 
la vitamine D (21; 35-37). 
Les effets de la vitamine D dans l'os sont dépendants de sa concentration. Sur 
les ostéoblastes, une dose physiologique de 1,25(OH)2D semble avoir un effet 
anabolique (38). L'invalidation du VDR diminue la masse osseuse chez la souris (39). 
L'effet sur les ostéclastes est indirect puisqu'il semble secondaire des effets de 
l'hormone sur les ostéoblastes (40). À dose pharmacologique, le calcitriol stimule la 
formation des ostéoclastes et induit la résorption osseuse. Cet effet nécessite l'action 
de la PTH (41). En condition physiologique, toutefois, le calcitriol inhibe l'effet de la 
PTH sur la résorption osseuse et ainsi favorise l'augmentation de la masse osseuse 
(41; 42). In vivo, la 1,25(OH)2 D agit de concert avec la PTH. 
LE CAS SPÉCIFIQUE DES CHONDROCYTES 
Les chondrocytes sont pourvus du récepteur membranaire à la vitamine D et de 
plus en plus de faits tendent à prouver qu'ils expriment un récepteur membranaire 
(43). Ils expriment aussi les enzymes CYP27Bl et CYP24 (44). Des données de plus 
en plus nombreuses montrent que deux métabolites de la vitamine D agissent sur les 
chondrocytes; la 1,25(OH)2D et la 24-25 (OH)2D. Ces deux métabolites semblent 
cependant être produits localement et seraient régulés à ce niveau (6). De plus, ces 
deux métabolites semblent agir à des stades différents de la maturation des 
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chondrocytes. La l,25(OH)2D agit sur les chondrocytes au stade terminal de la 
maturation, et a un effet sur la vascularisation (45) alors que la 24-25(OH)2D agit sur 
les chondrocytes au début de la prolifération en augmentant la prolifération et la 
synthèse protéique (46). L'article de Wu et al. (47) montre de façon convaincante 
l'effet de ces deux métabolites sur la minéralisation des chondrocytes in vitro. Le 
calcitriol seul semble avoir un effet inhibiteur sur la minéralisation alors que la 24-
25(OH)2D au contraire faciliterait le processus de minéralisation. Ces effets seraient 
induits par les prostaglandines (48). 
GLANDES PARA THYROIDES / PARATHORMONE 
Les glandes parathyroïdes sécrètent la parathormone (pTH), une hormone 
importante du métabolisme phosphocalcique. Les cellules des glandes parathyroïdes 
sont pourvues d'un CaSR qui leur permet de détecter le niveau de calcium sérique. 
Lorsqu'il baisse, la PTH emmagasinée dans les granules cellulaires de la glande 
parathyroïde est relâchée et va lier des récepteurs membranaires à la PTH dans l'os et 
le rein. Plusieurs événements vont alors engendrer une augmentation de la 
concentration sérique de calcium et une diminution de celle du phosphore. La PTH 
participe à une boucle de régulation du métabolisme de la vitamine D; elle agit sur la 
production de l,25(OH)2D, et la l,25(OH)2D agit en retour sur la production de PTH. 
Une boucle semblable existe aussi entre les concentrations circulantes de calcium et le 
niveau de sécrétion de la PTH (49). 
Bien que le calcium soit le premier régulateur de la concentration de PTH, la 
présence de vitamine D en quantité suffisante dans le sang permet aussi de diminuer la 
synthèse du gène de la parathormone (50). Inversement, la PTH agit dans le rein en 
stimulant la transcription du CYP27Bl (16) et en inhibant celle du CYP24 (49). La 
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PTH agit également en augmentant la réabsorption rénale du calcium et en bloquant 
celle du phosphore (49; 51). 
Des études récentes montrent que selon la forme circulante de la PTH (formes 
1-84, 1-34 ou fragments carboxy-terminaux), les effets seraient induits par différents 
récepteurs qui produiraient des effets différents et opposés (52). 
Dans l'os la PTH à un effet différent selon qu'elle agit de façon chronique ou 
aiguë. Lors d'une hypocalcémie chronique, la PTH sera continuellement sécrétée; elle 
favorise alors la résorption osseuse. Si la stimulation par la PTH est intermittente, elle 
aura plutôt un effet anabolisant et favorisera la différentiation et la prolifération des 
ostéoblastes. La PTH agit sur l'ostéoblaste en induisant l'expression de plusieurs 
gènes (53). 
Autres actions du système de la vitamine D 
De nombreux autres rôles que l'équilibre phosphocalcique ont été montrés 
dans les dernières années et les mécanismes moléculaires de ces actions commencent 
à être élucidés. 
Le rôle protecteur de la vitamine D dans la prévention du cancer est de plus en 
plus reconnu. L'effet anticancéreux serait dû à la suppression de la croissance 
cellulaire pour laisser la cellule dans la phase de quiescence et promouvoir la 
différentiation. La 1,25(OH)2D produite localement serait plus efficace pour produire 
ces effets parce qu'elle atteindrait localement des concentrations cellulaires plus 
élevées que celle du calcitriol apporté par la circulation. 
La régulation de l'apoptose est un autre moyen par lequel la 1,25(OHhD 
diminue la prolifération. Il semble que l'induction de l'apoptose par la 1,25(OH)2D 
soit exclusive aux cellules néoplasiques alors que chez les cellules saines, l'effet est 
opposé (21). 
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La réponse immunitaire est également modulée par la vitamine D. La tolérance" 
aux transplantations, les maladies auto-immunes et les infections sont trois champs 
dans lesquelles des études ont démontré un effet significatif. La fonction musculaire, 
la sécrétion d'insuline et le système rénine angiotensine sont d'autres domaines dans 
lesquels des études commencent à montrer les effets importants de la vitamine D (21). 
1.1.3-MÉDIATEUR DE L'ACTION DE LA VITAMINE D 
Le calcitriol agit principalement sur les cellules en augmentant. ou en 
diminuant la transcription de gènes. L'effet sur r ADN est induit par le VDR, le 
récepteur nucléaire à la vitamine D et prend plusieurs heures à se manifester. 
Certaines actions du calcitriol sont cependant trop rapides pour agir via la 
transcription. Cette observation laisse à penser qu'un autre récepteur de type 
membranaire existe. 
Le récepteur nucléaire de la vitamine D 
Le récepteur nucléaire à la vitamine D (VDR) fut découvert dès 1969 (13). Au 
cours des ans, plusieurs effets médiés par ce récepteur furent mis en lumière; 
l'expression du CYP24, de la calbindine 9K, du CYP27B 1 et de la PTH sont parmi 
ses cibles principales. Le calcitriol peut agir sur la transcription tant à la hausse 
(CYP24 et calbindine 9K) qu'à la baisse (PTH et CYP27Bl) (49). 
La 1,25(OH)2D lie le VDR avec une forte affinité (10-10 M). Le changement de 
conformation qui est induit par le ligand sur le récepteur entraîne un déplacement 
rapide au noyau le long des microtubules (21). Pour lier l'ADN et agir sur la 
transcription, le VDR doit alors se dimériser avec le RXR, le retinoid X receptor. Le 
dimère se lie alors à l'ADN sur des élément de réponse à la vitamine D qui sont situés 
dans la région promotrice du gène régulé. Le complexe calcitriol-VDR-RXR recrute 
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alors des groupes de cofacteurs (54). En se liant au VDR~RXR, les groupes de co~ 
facteurs interagissent avec d'autres protéines de la machinerie cellulaire. Ces groupes 
de cofacteurs peuvent agir de différentes façons; le groupe SRC/p160 a une activité 
histone acétylase, ce qui augmente l'accessibilité à l'ADN (27; 55). Un autre groupe 
de co-facteurs, nommé DRIP, agit en recrutant la machinerie nécessaire à l'activité de 
l'ARN polymérase II (49; 56). Ces deux groupes de co~facteurs augmentent la 
transcription des gènes cibles. Des groupes de co~facteurs découverts récemment 
(SMRT et NcoR) ont une activité de co~répresseur mais on ne connaît pas encore les 
mécanismes d'action qui régissent cette répression (21; 57). 
Action rapide de la 1,25(OHh vitamine D 
Certains effets induits par le calcitriol sont trop rapides pour impliquer 
l'expression génique. La sécrétion d'insuline par les cellules f3 du pancréas, 
l'ouverture de canaux Ca et cr dans les ostéoblastes et l'absorption rapide du calcium 
dans l'intestin sont les fruits d'un mécanisme autre que la modulation de l'expression 
génique (58). 
En 1994, l'équipe de Norman (59) publiait la découverte d'un récepteur 
nommé 1,25(OHhD~MARRS, pour membrane associated rapid response steroid. 
Cependant, il fut démontré par la suite, que la présence du récepteur nucléaire était 
nécessaire pour que le calcitriol agisse rapidement (60). 
Une des hypothèses présentement en vigueur indique que le VDR soit le seul 
récepteur ayant une activité physiologique. Par contre, l'action du calcitriol passerait 
par un mécanisme génomique ou non~génomique selon la conformation cis ou trans de 
la molécule (58). D'autres auteurs ont avancé l'hypothèse que l'action d'un récepteur 
membranaire serait régulée par le VDR parce qu'il en régulerait la transcription ou 
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encore par l'action du VDR lui-même selon qu'il serait placé à la membrane (effets 
rapides) ou dans le cytoplasme (effets lents) (43). 
1.2-LES MINÉRAUX ESSENTIELS DE L'OS 
De nombreux minéraux existent dans l'os. Le calcium et le phosphore forment 
la plus grande proportion de la masse osseuse et sont essentiels à la constitution 
osseuse. Le fluor, le potassium, le fer et le magnésium sont aussi des minéraux 
importants dans la santé osseuse mais sont présents en plus petite quantité. 
Finalement, des micronutriments sont aussi nécessaires en faible quantité: le cuivre, 
le zinc, le mangnanèse et le bore sont présents dans l'os. Ces micronutriments sont 
souvent nécessaires comme co-facteurs pour les enzymes de la synthèse ou les 
modifications post-translationnelles des protéines de la matrice osseuse (61). 
1.2,1-LE CALCIUM 
Le calcium est un minéral important de la physiologie animale. Il joue 
principalement deux rôles. En effet, dans l'os, les sels de calcium procurent la dureté 
nécessaire à la structure osseuse. Dans les fluides intra- et extra-cellulaire, le calcium 
régule de nombreux processus biochimiques; il joue, entre autre, le rôle de second 
messager. Pour ces deux fonctions, les concentrations de calcium sont étroitement 
contrôlées. La concentration dans le fluide extracellulaire est de l'ordre de 10-3 M, 
alors que dans le cytoplasme elle est plutôt de 10-6 M (62). 
Plusieurs mécanismes de contrôle de la concentration de calcium 
extracellulaire existent; la PTH, la 1,25(OH)2D, la calcitonine sont les trois hormones 
principales qui régulent les concentrations de calcium extracellulaire. Deux de celles-
ci (la PTH et le calcitriol) agissent en augmentant la concentration alors que la 
calcitonine la diminue. Lorsque les concentrations de calcium sérique varient, l'os 
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pennet de tamponner ces variations en agissant comme un réservoir à partir duquel on 
peut re-larguer ou emmagasiner le calcium (14). 
Les cellules qui répondent aux variations de calcium peuvent les détecter par 
l'intennédiaire du CaSR. C'est un récepteur à sept passages trans-membranaires lié à 
une protéine G. La fixation du calcium sur le récepteur stimule la phospholipase C qui 
entraîne une augmentation du calcium intracellulaire. Selon la cellule, cette 
augmentation va engendrer diverses réponses (63). Dans l'os, bien que la présence du 
CaSR a été détectée sur les ostéoblastes et les ostéoclastes, son rôle demeure 
controversé (64). 
Le calcium dont un organisme à besoin est apporté par sa diète. On le retrouve 
dans de nombreux aliments (les produits laitiers, certains légumes et légumineuses, 
certains poissons et les noix). Néanmoins, une bonne proportion de la population a un 
apport en calcium plus bas que l'apport quotidien recommandé (65). 
D'autres facteurs influencent le statut calcique. En effet, son absorption est 
difficile à travers les membranes lipidiques à cause de sa double charge. De plus, une 
certaine quantité de calcium est perdu dans l'urine et dans la bile chaque jour. Si une 
quantité équivalente aux pertes de calcium n'est pas ingérée, la balance sera alors 
négative (62). 
1.2.2-LE PHOSPHORE 
Quantitativement, le phosphore est le deuxième ion après le calcium dans l'os 
où il se trouve sous forme de sel. La proportion de phosphore qui n'est pas dans l'os 
est retrouvée sous fonne de phosphate, P04-3 principalement dans les membranes 
protéiques, acides nucléiques ou liée aux protéines. Finalement, une très faible 
proportion est aussi retrouvée dans le sang sous fonne de phosphate inorganique. 
Cette fraction est cruciale puisque c'est dans ce compartiment que le phosphate qui est 
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absorbé se retrouve, et que celui nécessaire aux fonctions biologiques sera prélevé. 
C'est donc ce compartiment qui reflète le statut phosphorique (66). 
Le phosphore joue plusieurs rôles importants dans le corps; il aide au maintien 
de l'équilibre acido-basique, en formant des tampons phosphatés. Il participe à la 
formation de réserves d'énergie sous la forme d'adénosine-tri-phosphate. Finalement, 
la phosphorylation de nombreuses protéines permet leur activation ou leur 
désactivation. Puisque ces processus laissent la molécule de phosphate intacte, ils 
permettent son recyclage. Seul la croissance tissulaire et le remplacement des 
quantités excrétées nécessitent un apport en phosphore. Chez les vertébrés, la 
croissance osseuse est un des éléments cruciaux de la quantité de phosphore requise 
par l'organisme (62). 
Cependant, puisque le phosphate est retrouvé dans tous les organismes vivants 
comme un constituant de la membrane cellulaire, les sources de phosphore ne 
manquent pas dans l'alimentation. De plus, les nourritures préparées industriellement 
contiennent souvent du phosphate pour leur conservation; c'est donc dire que la 
quantité de phosphore dans l'alimentation occidentale a augmenté considérablement 
dans les dernières décennies. Les cas de déficience en phosphore sont rares et sont 
souvent les signes de problèmes métaboliques plutôt que d'une carence alimentaire 
(67). 
1.2.3-LE RATIO CALCIUM: PHOSPHORE 
Tant chez les animaux que chez l'humain, il existe depuis longtemps un lien 
entre la quantité de calcium et de phosphore absorbé (68). En fait, l'hypothèse la plus 
communément répandue veut que le calcium et le phosphore forment dans l'intestin 
des sels insolubles, ce qui entraîne la diminution de l'absorption des deux composants. 
Puisque le phosphore est habituellement présent en plus grande quantité dans 
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l'alimentation et qu'il est absorbé plus facilement, c'est surtout les niveaux de calcium 
qui en souffrent. Cette hypocalcémie entraîne une hyperparathyroïdie secondaire qui 
va elle-même produire à long terme une diminution de la densité osseuse. 
C'est donc dire que le ratio calcium :phosphore (Ca :P) dans la diète à un effet 
primordial sur leur absorption. Le ratio idéal doit prendre en compte l'efficacité de 
l'absorption de chacun des minéraux. Il est établi à environ 2.2 :1 pour les organismes 
en croissance (puisque la facilité d'absorption du calcium varie avec l'âge) (66). Ce 
ratio n'est pas déterminant de tout; un ratio correct mais une quantité nette trop faible 
ne permet pas de normaliser les concentrations sériques des minéraux. 
I.3-L'OS 
L'os est un système important qui remplit plusieurs fonctions: il donne sa 
charpente au corps, protège certains organes importants, permet le mouvement, 
l'hématopoïèse, la croissance et participe activement à l'homéostasie de certains 
minéraux (69). C'est un tissu conjonctif qui s'est spécialisé, il est rigidifié par une 
matrice extracellulaire inorganique, principalement constitué de divers sels de 
calcium. Le squelette est formé de trois populations cellulaires embryonnaires: la crête 
neurale formera la région cranio-faciale, les cellules du mésoderme latéral formeront 
les membres et finalement les cellules provenant du sclérotome formeront le tronc 
(côtes, colonne vertébrale, sternum et pelvis) (70). 
1.3.1- STRUCTURE DE L'OS 
Macroscopiquement, on peut diviser les os en quatre catégories; les os longs, courts, 
plats et irréguliers. Les os longs se trouvent dans les membres et on y distingue trois 
régions: l'épiphyse, la diaphyse et la métaphyse. La position de ces trois structures est 
illustrée sur la figure 3. Dans l'os sain et mature, il existe 2 types de tissus osseux: 
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compact et spongieux. Pour les os courts, plats et irréguliers une mince enveloppe d'os 
compact recouvre le centre fait d'os spongieux. Les os longs sont recouverts d'os 
compact; au niveau de la diaphyse, l'os compact forme une couche épaisse. 
L'épaisseur de l'os compact diminue au niveau de la métaphyse et reste mince sur 
l'épiphyse. Aux extrémités de l'os, il est recouvert par le cartilage articulaire. 
L'intérieur des os longs est rempli d'os spongieux sauf pour un canal au centre de la 
diaphyse, appelé cavité médullaire. C'est dans la partie spongieuse des os plats et dans 
la diaphyse des os longs que se trouve la moelle osseuse, lieu de l'hématopoïèse. La 
surface externe de tous les os (à l'exception de celle recouverte de cartilage 
articulaire) est recouverte d'un tissu conjonctif appelé périoste (71; 72). Le tissu 
osseux, qu'il soit compact ou spongieux est constitué de cellules qui sont enchâssées 
dans une matrice extracellulaire organique qui est calcifiée par des sels inorganiques. 
La matrice osseuse est principalement constituée de collagène type I. On retrouve 
aussi dans la matrice une grande variété de protéines présentes en petite quantité 
(ostéonectine, ostéopontine, ostéocalcine et protéoglycans entre autres). Les rôles de 
ces molécules sont très divers et ne sont pas encore complètement établis mais 
touchent la minéralisation, la résorption, la déposition de la phase inorganique, la 
liaison entre la phase organique ou cellulaire et inorganique. Finalement on retrouve 
aussi dans la matrice plusieurs facteurs de croissance (TGF-I3, IGF, PDGF, CSF, etc.) 
et des cytokines (lL-1 et IL-6 principalement) qui sont relâché dans le milieu lors de la 
résorption de l'os (73; 74). La fonction de certaines de ces molécules sera revue de 
façon plus complète à la section 1.4. 
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Figure 3: Représentation des structures macroscopique d'un os long .. Image provenant (A) du Gray Anatomy édition 
1918 et (B) du siite SEER's Training Web Site, 
(http://training.seer.cancer.gov/module anatomy/unit3 2 bone tissue.html) par le US National Cancer Institute. 
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Le minéral qui calcifie l'os est semblable à l'hydroxyapatite de calcium dont la 
formule est CalO(P04)6(OH)2. In vivo cependant le cristal n'est pas pur et présente de 
multiples modifications; l'ion calcium est remplacé par divers ions, telle sodium ou 
le magnésium ou est parfois simplement absent. Ce cristal donne à l'os sa rigidité et 
permet à l'organisme d'entreposer le calcium et le phosphore qui pourront être re-
largués en cas de besoin (75; 76). 
Les parts organiques et inorganiques de la matrice extracellulaire sont 
assemblées en une structure organisée. Le premier niveau d'organisation de cette 
structure est la lamelle. Une lamelle est un faisceau de fibre de collagène parallèle et 
enroulé en spirale. Elles résultent de la façon rythmique selon laquelle les fibres sont 
sécrétées par les ostéoblastes. Le second degré d'organisation est l'arrangement des 
lamelles qui détermine le type d'os formé. Dans l'os spongieux, la lamelle est sous 
forme de plaque et de « tige », qui s'arrangent selon les lignes de forces mécaniques 
auxquelles l'os est soumis. Dans l'os compact, les lamelles sont organisées de façon 
concentrique autour d'un canal central (longitudinal à la structure de l'os) appelé 
« canal de Havers }} dans lequel passent un ou des capillaires et parfois un nerf et un 
canal lymphatique. L'ensemble formé des lamelles et du canal s'appelle ostéon. Les 
canaux de Havers des différents ostéons sont reliés entre eux par des canaux « de 
Volkmann }) (71; 72). Les éléments de la structure macroscopique et microscopique de 
l'os sont illustrés sur la figure 4. 
Finalement, l'os tissé (woven bone) est un type d'os retrouvé lors de la 
croissance ou dans certaines maladies caractérisées par une croissance trop rapide de 
l'os. Il est plus cellulaire que l'os normal, et les lamelles sont disposées de façon 
désorganisée et aléatoire. C'est le premier type d'os formé qui disparaît normalement 
après le remodelage (71). 
Lacune contenant des ostéocytes 
Lamelles concentriques --....... 
Canalicule 
Ostéon ux de Han vers 
Périoste ~ ........ ~ 
Canaux de Volkman 
Figure 4: Représentation des structures microscopique de l'os. Image provenannt du siite SEER's 
Training Web Site, (http://training.seeLcancer.gov/module anatomy/unit3 2 bone tissue.html) par le 
US National Cancer Institute. 
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1.3,2- POPULATIONS CELLULAIRES 
Quatre types cellulaires sont trouvés dans l'os. Les ostéoblastes, les ostéocytes 
et les cellules bordantes de l'os proviennent de la lignée cellulaire mésenchymateuse 
et les ostéoclastes qui proviennent de la lignée hématopoïétique. 
Les ostéoblastes proviennent des cellules souches mésenchymateuses dérivées 
de la crête neurale (70). Elles sont initialement localisées sur la face interne du 
périchondre, la membrane qui recouvre le modèle cartilagineux. Lors de l'invasion du 
modèle cartilagineux par des vaisseaux sanguins, des pré-ostéoblastes passent dans le 
cartilage (77). Lorsque le cartilage se sera transformé en os, le périchondre deviendra 
le périoste, (78) et les ostéoblastes logés à sa face interne pennettront la croissance 
axiale de la diaphyse par ossification endo-membranaire. Les ostéoblastes sont des 
cellules avec un seul noyau qui se trouvent habituellement en monocouche à la surface 
de l'os, à la façon des cellules épithéliales. Elles sont reliées entre elles par des 
jonctions communicantes (gap junction) et ont une grande quantité d'organelles 
(Golgi, réticulum endoplasmique, mitochondries, ribosomes) qui témoignent d'un 
niveau élevé de synthèse protéique. Elles vont ainsi synthétiser la matrice organique 
de l'os. Habituellement, la matrice sécrétée par les ostéoblastes ne sera calcifiée 
qu'après leurs passages mais certains se retrouvent enchâssés dans la matrice qu'ils 
ont produite et deviendront des ostéocytes. Étant donné que le niveau d'activité 
métabolique des ostéocytes est très inférieur à celui des ostéoblastes actifs, ces cellules 
ont moins d'organelles et un moins gros noyau. Ils ont cependant des prolongements 
cytoplasmiques très étendus qui leur permettent de communiquer entre eux en passant 
par le réseau de canalicules très élaboré de l'os. Ce réseau canaliculaire permet aussi 
de nourrir les cellules par le passage de liquide extracellulaire (74; 78). 
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D'autres ostéoblastes entreront en apoptose ou se transformeront en cellules 
bordantes. Les cellules bordantes de l'os (bone-linning cells) sont des ostéoblastes 
quiescents qui recouvrent la surface osseuse qui n'est pas en remodelage. Elles sont en 
contact avec les ostéocytes par des jonctions communicantes (71; 74). 
Les ostéoclastes dégradent le tissu osseux. Ils proviennent des cellules souches 
hématopoïétiques qui se différentient en pré-ostéoclastes. La différentiation des 
cellules progénitrices en ostéoclastes fonctionnels demande la participation d'un 
signal médié par le RANK ligand qui provient des ostéoblastes (42). Ce signal peut 
être induit par la PTH et par le calcitriol selon différentes conditions 
pathophysiologiques (37; 41). 
Ces cellules sont étroitement associées à la surface osseuse par leur face 
apicale qui forme une bordure en brosse. Des pompes produisent alors un milieu acide 
propice à la solubilisation du sel calcifié; la matrice organique ainsi exposée est 
digérée par des enzymes produites par ces cellules (70). 
Des ostéoclastes résorbent l'os cortical et d'autres l'os spongieux. Ces cellules 
sont semblables en tout point mais elles répondent différemment à certains stimuli. 
Cette observation laisse supposer un niveau supplémentaire de différentiation (79). Par 
exemple, l'hyperthyroïdie entraine une résorption marquée de l'os cortical mais une 
faible perte trabéculaire (80). 
1.3.3- DÉSÉQUILIBRE DE L'OS EN CROISSANCE 
Deux pathologies sont principalement liées à la carence nutritionnelle ou 
fonctionnelle en vitamine D ; le rachitisme et l'ostéomalacie. Le rat comme l'humain 
peut être atteint de ces pathologies de façon semblable. Cependant, il est possible chez 
l'animal de laboratoire de séparer les pathologies par une modification du régime' 
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alimentaire. Cette caractéristique sera mise en évidence par le modèle animal utilisé 
dans cette étude. 
Ostéomalacie 
L'ostéomalacie est un défaut qui affecte la minéralisation de l'os. 
Habituellement, la matrice synthétisée par les ostéoblastes est minéralisée entre cinq à 
dix jours après sa déposition (81). Lors de l'ostéomalacie, la nouvelle matrice faite à 
la suite du remodelage n'est plus minéralisée (ou l'est plus lentement) ce qui provoque 
une augmentation de la proportion de matrice non minéralisée. La pathologie peut 
affecter autant les adultes que les enfants, et autant la matrice apposée suite au 
remodelage que la matrice apposée lors de la croissance de l'os. Dans ce dernier cas, 
les enfants atteints souffrent de rachitisme. 
L'ostéomalacie cause des symptômes comme une douleur osseuse diffuse, une 
faiblesse musculaire généralisée et une augmentation du risque de fracture (3). La 
déficience en phosphore et en calcium est la cause de l'ostéomalacie (82). Cette 
déficience est très souvent secondaire à une carence en vitamine D. L'insuffisance 
rénale, en diminuant la production de 1,25(OH)2D et en modifiant l'excrétion des 
métabolites de la vitamine D, augmente le risque de souffrir d'ostéomalacie (83). 
L'augmentation de la concentration sérique de PTH, en augmentant le « turn~over» 
de l'os, accélère et également aggrave la pathologie. 
Rachitisme 
Le rachitisme est une maladie qui affecte le cartilage de croissance. Il est 
histologiquement caractérisé par une désorganisation et un élargissement du cartilage 
de croissance. À long terme, il provoque aussi une ostéomalacie, soit un défaut dans la 
minéralisation osseuse. Dans un modèle de rachitisme chez la souris, il a été montré 
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que l'absence du VDR, lorsqu'il était compensé par un régime alimentaire qui 
maintenait des niveaux normaux de calcium et de phosphore, ne provoquait pas 
l'apparition du rachitisme (84). Une série d'expériences réalisées par le laboratoire de 
Demay (85-87) a montré que l'hypophosphatémie était responsable de l'apparition du 
rachitisme chez l'espèce murine. En effet, une caspase médiant l'apoptose des 
chondrocytes hypertrophiques est activée par le phosphore (86). Ainsi, la diminution 
des niveaux de phosphore dans le liquide extra-cellulaire empêche la mort cellulaire 
programmée dès chondrocytes hypertrophiques. L'accumulation de ces cellules 
explique l'augmentation de l'épaisseur du cartilage de croissance que l'on constate 
lors du rachitisme. 
Les symptômes du rachitisme peuvent affecter l'os de toutes sortes de façon: 
retard dans la fermeture des fontanelles du crâne, élargissement de la jonction 
costochondrale, déformation des os qui supportent le poids du corps, élargissement 
caractéristique du crâne, retard de croissance et augmentation du risque de fracture. 
Des problèmes au niveau musculaire et dentaire peuvent également apparaître (74). 
1.4-L 'OSSIFICATION ENDOCHONDRALE 
L'ossification endochondrale est « un processus d'ossification passant par un 
stade intermédiaire cartilagineux» 12. Elle débute in utero et se poursuit jusqu'à l'arrêt 
de la croissance des os longs. 
Ce support cartilagineux, comme tout le tissu cartilagineux est dépourvu de 
circulation sanguine et n'est pas innervé. Il est nourri par le périchondre, la membrane 
conjonctive qui l'entoure. Le modèle de cartilage apparaît chez l'humain vers la 
cinquième semaine de grossesse (77). Il croît autant par la multiplication des 
22 Citation provenant du Grand dictionnaire terminologique sous le terme ossification endochondrale 
( www.granddictionnaire.com). 
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chondrocytes que par la production de nouvelle matrice cartilagineuse. Puis le 
périchondre forme un manchon osseux autour de la diaphyse, par ossification endo-
membranaire. Simultanément à l'apparition de cet os, le cartilage de la diaphyse 
montre des changements; des chondrocytes du centre s 'hypertrophient et ils se 
mettent à sécréter des facteurs angiogéniques. Ces facteurs attirent des vaisseaux 
sanguins qui apportent avec eux des cellules ostéoblastiques, ostéoclastiques et 
hématopoïétiques. C'est la formation du centre d'ossification primaire. Les 
chondrocytes hypertrophiques entrent alors en apoptose et les ostéoblastes s'apposent 
sur la matrice cartilagineuse de la matrice osseuse. Cette matrice d'os immature sera 
rapidement dégradée par les ostéoclastes et de l'os spongieux sera formé. Peu de 
temps après l'apparition des centres primaires d'ossification, des centres secondaires 
d'ossification apparaissent dans les épiphyses et cela selon le même processus (88). 
Les centres d'ossification vont s'étendre, sans toutefois se rejoindre. En effet, 
une bande de cartilage demeure entre les épiphyses et la diaphyse: c'est le cartilage de 
croissance ou cartilage de conjugaison. Il permettra la croissance longitudinale, l'os 
nouveau se trouvant dans la métaphyse, du côté de la diaphyse (70). 
Le cartilage de croissance est nourri par le périchondre ainsi que par le réseau 
de vaisseaux sanguins qui irrigue la métaphyse et l'épiphyse. Dans le cartilage de 
croissance, les chondrocytes forment une structure bien organisée dans laquelle on 
distingue quatre zones principales (voir la figure 5): 
La zone la plus proche de l'extrémité de l'os est la zone de réserve; elle contient des 
chondrocytes au repos dans une matrice de cartilage hyalin. La zone proliférative 
montre les colonnes de cellules caractéristiques. Les chondrocytes de cette section se 
multiplient rapidement et produisent de la matrice qui est principalement formée de 
collagène de type 2 (CoI2a). C'est la zone qui permet l'allongement de l'os. Les 
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cellules deviennent ensuite des chondrocytes hypertrophiques. À cette étape, leur 
division cesse, elles se mettent à grossir et la lacune grossit également et leur 
cytoplasme accumule du calcium. À ce moment, le type de protéine sécrété change; le 
collagène de type X (CoIX) et la phosphatase alcaline deviennent prédominants. La 
minéralisation de la matrice extracellulaire se produit également à ce stade (89). 
Finalement ces cellules vont mourir par apoptose et le calcium contenu dans leur 
cytoplasme sera re-largué dans la matrice qui les entoure (74; 90). 
Parce que ce processus est étroitement régulé, lorsque les chondrocytes 
meurent, ils ont atteint le bas du cartilage de conjugaison, soit la partie juste au-dessus 
de la métaphyse. Un chimiotactisme va alors entraîner l'arrivée de vaisseaux qui vont 
contribuer à la vascularisation de la zone, à la déposition d'ostéoblastes et à l'arrivée 
d'ostéoclastes. Selon le même schéma que ce qui s'était produit dans le centre 
d'ossification primaire, les ostéoclastes vont alors dégrader la matrice cartilagineuse et 
les ostéoblastes vont apposer une matrice osseuse qui sera évetuellement calcifiée. Ici 
aussi le remodelage va permettre de bonifier l'organisation de la matrice (69; 71). 
Tous ces événements exigent une· très grande coordination entre les divers 
éléments impliqués dans l'ossification endochondrale tout au long du processus; le 
résultat est que l'apparition de nouveau cartilage se fait à la même vitesse que 
l'ossification ce qui permet au cartilage de croissance de garder la même épaisseur 
tout au long de la croissance. Cette coordination est possible par la régulation de deux 
étapes. Premièrement, la maturation des chondrocytes, qui permet à une certaine 
proportion de cellules de se différencier et de cheminer tout au long du cartilage. 
Deuxièmement de l'autre côté du cartilage, la vascularisation qui permet l'arrivée des 
ostéoblastes et des ostéoclastes et la transformation du cartilage en os. Cette 
coordination est créée par une multitude de signaux endocrines, paracrines ou 
A) B) C) 
Figur-e 5: Représentation du cartilage de croissance A) Localisation schématique. B) Représentation 
schématique C) Représentation histologique. Tiré de A et B)"Pfizer growth hormone education" 
www.genotropin.nultemplateslPage 197.aspx C) "Upstate Medical University: Musculo-Skeletal Science 
research center" : "\lv"NW. upstate. edulpracticelortholresearch.shtml 
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autocrines (69; 88). Ces deux étapes et les facteurs les plus importants seront revus de 
façon plus détaillée à la section 1.4.1 et 1.4.2. 
À la fin de la croissance, les chondrocytes du cartilage de croissance cessent de 
se multiplier et le front d'ossification dans la métaphyse se hissera jusqu'à l'épiphyse, 
entraînant ainsi la disparition du cartilage de croissance (90; 90). Le remodelage de 
l'os aura toutefois lieu durant toute la durée de la vie et permettra à l'os de s'adapter 
aux changements du mode de vie (apport en minéraux, exercice). L'équilibre entre la 
résorption et la production de l'os se maintiendra pendant un certain temps, mais la 
résorption finira par se faire plus importante et la masse osseuse diminuera avec l'âge. 
1.4.1-GÈNES IMPORTANTS DE LA MATURATION CHONDROCYTAIRE 
La maturation chondrocytaire est un phénomène essentiel de l'ossification 
endochondrale. Elle se traduit par la différentiation des cellules souches en 
chondrocytes, puis le changement de ces chondrocytes dans leur morphologie, les 
protéines excrétées et leur métabolisme énergétique jusqu'à leur différentiation 
terminale en chondrocytes hypertrophiques. De nombreuses molécules signalent l'état 
et la transformation de ces cellules; elles sont extrêmement nombreuses mais deux 
facteurs ont été choisis parce qu'ils intègrent les divers signaux et qu'ils représentent 
la maturation; l'un qui promeut la différenciation et la maturation précoce et l'autre 
qui aiguille les cellules vers la fin de la maturation, et conduit à l'hypertrophie. 
SOX9 
SOX9 est un facteur de transcription qui fut cloné initialement en 1994. On a, 
par la suite, mis en évidence qu'une mutation sur l'un des allèles de ce gène cause la 
dysplasie campomélique. Les symptômes occasionnés par ce syndrome généralement 
létal affligent particulièrement le squelette, et dans le deux tiers des cas, il y a aussi un 
problème de différentiation sexuelle (91). La sévérité et le phénotype de la dysplasie 
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campomélique dépendent du type de mutation et de sa localisation. Chez les souris 
dont le gène est complètement inactivé, la maladie est létale dans la période périnatale. 
SOX9 appartient à la famille SOX, acronyme de « S.RY-type HMG box ». Tous 
les membres de cette HMG (high mobility group) box possèdent une séqu~nce 
caractéristique de liaison à l'ADN. La protéine SOX9 possède aussi un domaine de 
trans-activation et un domaine de dimérisation (92; 93). 
Le rôle de SOX9 dans la différentiation sexuelle est dû à son implication dans 
le développement des organes sexuels. Il est exprimé lors de l'embryogenèse et 
entraîne la différentiation des organes sexuels indifférenciés en phénotype mâle. Son 
expression chez les embryons femelles sera suffisant pour produire un phénotype 
mâle, et au contraire, l'absence de son expression dans un embryon mâle va entraîner 
un phénotype femelle (91; 94; 95). 
Au plan squelettique, SOX9 est un régulateur majeur de la chondrogénèse. Il 
agit directement sur l'expression de gènes gérant la matrice extracellulaire et sur 
l'expression de d'autres facteurs de croissance actifs dans la chondrogénèse. 
De façon directe, il est établi que SOX9 agit sur l'expression de plusieurs 
gènes exprimés par les chondrocytes: divers types de fibres de collagène (Col2al, 
Col9al, Co19a2, Col1la2, Co127al) (92; 96-98) mais aussi d'autres protéines de la 
matrice cartilagineuse comme l'aggrecanl, le CD-rap et la CRT-LP (97; 99). Ille fait 
en se liant dans la séquence promotrice de l'ADN de ces gènes pour modifier leur 
expression. 
SOX9 agit aussi sur la production d'autres facteurs de transcription essentiels à 
la chondrogénèse, SOX5 et SOX6. Ils sont co-exprimés lors de la différenciation des 
chondrocytes et SOX 9 est essentiel à leur expression (98; 100). 
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SOX9 est exprimé dès le moment où les cellules mésenchymateuses 
indifférenciées s'engagent dans la différentiation, puis lorsqu'elles sont au stade 
d' ostéoprogéniteurs. Lorsque ces cellules se condensent, on détecte l'expression de 
SOX5, SOX6 et SOX9. Les 3 gènes continuent à être exprimés chez les cellules 
différenciées jusqu'à un maximum d'expression au stade prolifératif. L'expression 
s'arrête complètement lorsque les chondrocytes deviennent hypertrophiques (92; 100; 
100; 101). 
Ak:iyama et al. en 2002 (100) ont montré par le système de recombinaison 
Cre/loxP, que lorsque l'expression de SOX9 cesse avant la condensation 
mésenchymateuse, il y a absence complète d'os et de cartilage. Lorsque cette 
expression est arrêtée après la condensation, les souris montrent une dyschondroplasie 
sévère et plusieurs cellules ne se différencient pas en chondrocytes. Cette expérience 
montre l'importance de l'expression de SOX9 dans la différenciation et la maturation 
des chondrocytes. 
CTGP 
CTGF (qui signifie Connective Tissu Growth Factor) est aussi appelé CCN2, 
Hcs24 et Ecogenin. Il fut découvert en 1989 chez la souris (89). C'est un facteur de 
croissance et un gène de type «immediate-early », c'est-à-dire qu'il fait partie de ceux 
qui sont rapidement exprimés après un stimulus. La protéine est glycosilée avant 
d'être excrétée via le système du Golgi (102). 
Il fait partie de la famille des CCN, une famille de protéines dont les membres 
montrent une organisation en 4 domaines. À partir du bout N-terminal, on trouve un 
peptide signal pour l'excrétion, puis le domaine IGF-BP (insulin growth-factor 
binding protein), le domaine du facteur de Von Willebrand de type C, le 
thrombospodin type 1 et finalement, à la partie carboxy-terminale se trouve le nœud 
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de cystéine (cysteine /mot). Les quatre domaines permettent à la protéine d'interagir 
avec différentes molécules et d'intégrer les divers signaux (103). Dans les 
chondrocytes du cartilage de croissance, il a déjà été démontré que CTGF liait 
plusieurs molécules tels le perlecan (104), le TGF-~, BMP-4 et des intégrines (105). 
Le CTGF est exprimé dans plusieurs types cellulaires. En plus des 
chondrocytes, les cellules de l'utérus, du système nerveux, des muscles, de la peau, du 
rein et les cellules endothéliales sécrètent à un moment ou à un autre le CTGP. Selon 
l'organe et le contexte (pathologie, embryogenèse, suppression tumorale, réparation 
tissulaire) où il est exprimé, le CTGP va engendrer des réponses différentes: 
chimiotaxie, angiogénèse, prolifération, adhésion et production de matrice 
extracellulaire, par exemple. Au niveau squelettique, c'est dans les chondrocytes 
hypertrophique qu'il est exprimé en condition normale. 
CTGP agit de façon paracrine sur les chondrocytes pré-hypertrophiques, 
prolifératifs, les ostéoblastes et les cellules endothéliales vasculaires, produisant un 
effet différent selon les cellules sur lesquelles il agit (89). Des animaux dont les deux 
allèles du gène CTGP ont été inactivés ont été créés par Ivkovic et al. en 2003 (105) et 
permettent de voir l'effet sur les différents types cellulaires in vivo. 
Les animaux CTGP -/- meurent à la naissance et présentent une sévère 
dyschondroplasie, une ostéopénie, une petite taille, leurs os sont peu calcifiés, la 
composition de la matrice extracellulaire est changée et l'angiogénèse est moins 
avancée que dans les animaux normaux. L'apparition de ces défauts coïncide avec la 
période où CTGP commence à être sécrété, à l'époque où les chondrocytes 
hypertrophiques apparaissent, soit vers le 15ième jour de développement embryonnaire 
(l05). 
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CTGP est considéré comme un marqueur des chondrocytes hypertrophiques 
(104) parce qu'en condition physiologique, il n'est exprimé et sécrété dans l'os que 
par les chondrocytes du cartilage de croissance qui arrivent au stade hypertrophique 
(106). C'est d'ailleurs en raison de cette particularité qu'il a été utilisé dans cette 
étude. 
1.4.2-LES GÈNES IMPORTANTS DE L'ANGlOGÉNÈSE 
Depuis plusieurs décennies, la vascularisation a été reconnue comme un 
élément important dans la croissance. En effet, dès 1939, un article postulait 
l'existence d'un facteur stimulant la croissance de vaisseaux sanguins. En fait, de très 
nombreux facteurs agissent sur la vascularisation, en la promouvant ou en la réfrénant. 
Il se crée ainsi un équilibre physiologique dans chaque organe. Puisque le cartilage, 
une structure avasculaire, se transforme en os, une des structures les plus vascularisés 
du corps, l'équilibre est renversé du côté du cartilage près de la métaphyse. 
L'angiogénèse se produit à la fm de la maturation des chondrocytes, qui deviennent 
hypertrophiques. Un gradient de facteurs angiogéniques est établi dans la matrice 
extracellulaire; ce gradient attire par chimiotactisme les cellules ostéoclastiques qui 
dégradent le cartilage et les cellules endothéliales qui s'assemblent en vaisseaux et 
permettent l'arrivée de sang. Les chondrocytes meurent par mort cellulaire 
programmée (107) au même moment où des vaisseaux se forment du côté osseux de 
l'épiphyse et commencent à vasculariser la zone. Le lien entre la vascularisation et 
l'apoptose selon Shapiro et al. (108) serait le choc produit lors de la perfusion après la 
période d'ischémie que subissent ces cellules dans le cartilage non-irrigué. De façon 
semblable à ce qui survient dans les transplantations d'organes, les cellules entreraient 
en apoptose lors de la re-vascularisation. Cela expliquerait le lien entre la 
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vascularisation et la mort des chondrocytes dans les différents modèles animaux (109; 
110). 
Pour voir si la vascularisation est semblable entre les différents groupes 
d'animaux, nous avons ciblé le facteur de croissance principal de la vascularisation, 
VEGF et ses deux récepteurs ainsi qu'une enzyme qui dégrade la matrice et permet 
l'invasion des vaisseaux et la dispersion du VEGF. 
VEGF 
VEGF est un élément central dans la néo-vascularisation chez les mammifères. 
Son rôle a d'ailleurs été reconnu depuis longtemps puisque le premier rapport sur 
VEGF (vascular endothelium growth factor) fut publié en 1983 (111) (il est alors 
appelé tumor vascular permeability factor). Le VEGF est maintenant appelé VEGF-A 
pour le distinguer des autres membres de la même famille, nommés VEGF-B, -C, -D, 
-E et PIGF (112). C'est un facteur de croissance homo dimère, (il forme parfois des 
hétérodimères avec VEGF-B, VEGF-C ou PIGF) qui lie deux récepteurs à activité 
tyrosine kinase,VEGFRl et VEGFR2. 
Les rôles du facteur de croissance VEGF sont nombreux. Les cellules cibles du 
VEGF sont celles qui forment les endothéliums vasculaires. Il agit sur ces cellules 
pour en promouvoir la division, ce qui crée des structures semblables à des capillaires 
dans le système artériel, veineux ou lymphatique. VEGF augmente aussi la survie de 
ces cellules tant in vivo qu'in vitro. Un autre effet majeur de VEGF est son habilité à 
produire une relâche des membranes vasculaires, engendrant aussi une augmentation 
de la perméabilité (112). Dans la moelle osseuse, le VEGF induit l'hématopoïèse par 
la formation de colonies de cellules progénitrices (112; 113). 
Dans l'os, VEGF a été reconnu pour être essentiel à la vascularisation qui 
survient à la fin de la maturation des chondrocytes et qui permet la minéralisation 
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(114; 115). Lorsqu'il est séquestré par un anticorps chimérique, Gerber et al. (115) ont 
montré que la vascularisation sous le cartilage de croissance est diminuée alors que 
l'anticorps est largement séquestré dans la matrice, autour des chondrocytes 
hypertrophiques. Chez les souris dont le gène VEGF a été inactivé (110), on constate 
qu'en plus de montrer une diminution de la vascularisation, les chondrocytes montrent 
aussi une diminution de l'apoptose à la fin du cartilage de croissance. De plus, la 
vascularisation du cartilage de croissance semble être étroitement liée à l'ossification 
(110; 115; 116). Des souris chez lesquelles le gène VEGF à été inactivé dans les 
chondrocytes par le système Cre Lox, ces cellules montrent un taux de mort par 
nécrose beaucoup plus élevé que normalement.(110). Les chondrocytes dans lesquels 
le VEGF à été inactivé montrent une différentiation, une prolifération et une 
maturation normale mais un taux de survie plus faible (nécrose cellulaire) est observé 
(110; 112). 
VEGF est exprimé fortement par les chondrocytes hypertrophiques et peu chez 
les chondrocytes au repos et prolifératifs (114; 115). L'expression par les ostéoblastes 
à été démontrée in vitro (117). 
Suite à un épissage alternatif de l'ARN, la protéine de VEGF existe sous 
plusieurs formes moléculaires. Selon les différents épissages, les épiformes courtes 
vont être solubles et diffusées librement dans la matrice alors que les isozymes plus 
longues contiennent une ou plusieurs séquences de liaison à l'héparine et au sulfate 
d'héparane, un polysaccharide présent dans la matrice extracellulaire de l'os et sur les 
membranes cellulaires. Les isozymes contenant cette séquence seront enchassées dans 
la matrice après leur sécrétion par les chondrocytes. La forme liée à la matrice est 
nécessaire et suffisante à la vascularisation de la métaphyse (116). Les animaux qui 
expriment seulement une des formes liées ont une angiogénèse normale de la 
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métaphyse (116) alors que les anImaux qui n'expriment que la forme soluble 
présentent les problèmes classiques liés à la vascularisation (117) ; élargissement de la 
zone des chondrocytes hypertrophiques et diminution de la quantité de vaisseaux dans 
la métaphyse, les mêmes symptômes que les animaux qui ont une absence complète 
de VEGF (110; 115). Pour permettre aux molécules de VEGF lié à la matrice de 
rejoindre les cellules cibles, elles doivent être détachées de la matrice; ce relargage est 
principalement produit par MMP9 (118) (voir page suivante). 
L'expression de VEGF est régulée principalement au niveau de la transcription 
par de nombreuses molécules qui agissent sur sa région promotrice. La stabilisation de 
l'ARN peut aussi contribuer à augmenter son expression (114). 
Récepteur de VEGF 
VEGF-A lie avec une haute affinité deux récepteurs à activité tyrosine kinase, 
le VEGFRI et le VEGFR2. Les deux ont sept domaines « immunoglobulin-like » 
extracellulaires, qui comprennent le domaine de liaison au VEGF et le domaine de 
dimérisation. À l'intérieur de la cellule, le domaine TK est interrompu par un domaine 
d'insertion de kinase. Lors de la liaison au ligand, ces récepteurs forment des 
homodimères ou des hétérodimères (plus rarement) (112-114). Ils sont exprimés non 
seulement dans les cellules endothéliales, mais aussi dans les ostéoblastes (119) et les 
ostéoclastes (120). La régulation de ces deux récepteurs est modulée par de nombreux 
éléments de réponse dans leur région promotrice (121) ; l'hypoxie semble être un 
régulateur majeur de leur expression. 
VEGFRI 
Lors de sa découverte en 1992, il fut nommé FIt! (pour FMS like tyrosine 
kinase-l). Il a une plus grande affinité que VEGFR2 pour le ligand. Lorsque VEGF lie 
le récepteur, la réaction d'autophosphorylation est faible ce qui a longtemps laissé 
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croire que le VEGFRI était un leurre qui diminuait la proportion de VEGF qui lie 
VEGFR2. Sans contredire cette hypothèse, certaines études ont montré que VEGFR1 
aurait un rôle dans l'hématopoïèse et la sécrétion de facteurs de croissance, mais 
n'aurait que peu d'influence pour le déclenchement des réponses habituellement 
associées à VEGF, soit l'angiogénèse, la migration et la survie cellulaire (112). 
VEGFR2 
VEGFR2 (aussi nommé KDR ou Flkl) a été découvert également en 1992. Il 
est le principal transducteur de signal positif dans l'angiogénèse physiologique et 
pathologique. Son signalement est nécessaire pour engendrer la différentiation des 
cellules épithélialles, induire l'effet de VEGF dans l'angiogénèse, la survie cellulaire 
et l'augmentation de la perméabilité des vaisseaux. Lorsque VEGF lie le KDR, celui-
ci s'auto-phosphoryle, puis phosphoryle de nombreuses protéines intracellulaires. Les 
principales voies empruntées par VEGFR2 sont PLC qui active PKC et MAP-kinase 
pour engendrer les effets nommés précédemment. 
MMP9 
La matrice extracellulaire forme une grande partie du poids de l'os et 
puisqu'elle est un site intense de remodelage, l'expression de protéinases est élevée 
dans l'os en croissance. Bien que de nombreux types de protéinases soient présents, 
les MMP représentent la famille majeure par lesquelles l'os et le cartilage de 
croissance résorbent les éléments organiques de leur matrice (122). La famille 
d'enzymes matrix metalloproteinases dont fait partie MMP9 sont des endopeptidases 
dépendantes du zinc qui dégradent les protéines de la matrice extracellulaire (123). 
MMP9, avec MMP2 font partie des gélatinas es, une sous-classe des 
métalloprotéases. Ce sont des protéines sécrétées qui agissent à pH neutre. Elles lient 
leurs substrats selon une séquence primaire spécifique et brisent la molécule. Ce 
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clivage permet d'activer et d'inactiver des molécules, d'en dégrader et de re-larguer 
certaines protéines qui étaient enchâssées dans la matrice (124). Spécifiquement, les 
principaux substrats de MMP9 sont les collagènes de type IV, V et XI, de nombreuses 
protéines non-collagéniques (CRT-LP et aggrecan, par exemple) et la gélatine, c'est-à-
dire les fibres de collagène dénaturé (124). La dénaturation des fibres de collagène se 
produit spontanément lorsque des enzymes de type collagénase clivent les chaînes de 
collagène. 
MMP9 n'agit donc pas seul dans le remodelage du cartilage de croissance; 
cependant elle a un rôle prédominant dans l'invasion sanguine de cette structure (l09; 
118; 125). Les souris MMP9-/- en croissance montrent un retard dans la croissance 
des os longs, l'apoptose des chondrocytes hypertrophiques, l'invasion vasculaire et le 
recrutement des ostéoclastes. Le phénotype des souris déficientes en MMP9 est 
semblable à celui des souris déficientes en VEGF, quoique le phénotype soit moins 
prononcé. 
Vu et al. (109) ont rapporté, lors de l'ossification endochondrale, l'expression 
de MMP9 par les ostéclastes et les chondroclastes, les deux types cellulaires qui 
dégradent la matrice pour permettre l'ossification. L'expression a été rapportée par 
d'autres équipes dans les cellules endothéliales à la bordure inférieure du cartilage de 
croissance (126). 
Le rôle de MMP9 dans la vascularisation est multiple. De façon directe, il agit 
sur le remodelage de la matrice. Mais il agit aussi indirectement, en permettant le re-
largage de VEGF qui est enchâssé dans la matrice par les chondrocytes qui le 
produisent, ce qui rendrait le VEGF disponible aux cellules cibles (122; 123; 127). 
Cette hypothèse à été validée in vitro par Bergers et al. (118) à l'aide d'une lignée de 
cellules cancéreuses. 
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J.5-MODÈLE ANIMAL 
l.S.I-LE RAT COMME MODÈLE ANIMAL D'OS LONG EN CROISSANCE 
Le rat est abondamment utilisé dans les études sur la physiologie du système 
osseux. De nombreux auteurs (90; 128-130) s'accordent sur la pertinence de son 
utilisation dans l'étude de la physiologie de l'os en croissance. Les mécanismes qui 
contrôlent le gain ou la perte de masse osseuse sont généralement les mêmes que chez 
l'humain. La croissance des os longs du rat se fait aussi par ossification endochondrale 
et est suivie d'un remodelage qui forme l'os compact et spongieux. La croissance 
latérale origine du périoste et est semblable à celle retrouvée chez l'humain. De plus, 
il est aisé, vu sa petite taille et sa croissance relativement rapide, de vérifier l'influence 
des variables environnementales ou génétiques. Son utilisation comme modèle lors du 
vieillissement est cependant plus contesté. En effet, la fermeture des épiphyses du rat 
arrive proportionnellement plus tardivement que chez l'humain. De plus, le 
remodelage à l'âge adulte n'est pas aussi important chez l'humain que chez les 
rongeurs (130). 
L'âge auquel les rats ont été utilisés dans cette étude (6..,7 semaines au début du 
traitement) correspond à une période de croissance rapide chez le rat. En effet, la 
puberté étant classiquement fixée à 6 semaines, ces derniers sont alors en processus 
intense de fabrication d'os (130). 
I.S.2-IMPACT DES RATIO CALCIUM: PHOSPHORE ALIMENTAIRE SUR LE MODÈLE 
ANIMAL DE RAT CARENCÉ EN VITAMINE D 
Le modèle de rat carencé en vitamine D est utilisé par notre laboratoire depuis 
de nombreuses années, afin d'étudier les effets de l'hypocalcémie et de la carence 
chronique en vitamine D in vivo (131). Ce modèle de carence nutritionnelle en 
calcium et en vitamine D a l'avantage de permettre de varier facilement les apports en 
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calcium et en phosphore. De plus, l'installation de mini-pompes osmotiques dans la 
cavité péritonéale permet d'administrer une quantité déterminée de vitamine D ou 
d'un de ses métabolites. 
Ce régime a des répercussions sur l'os et le cartilage de croissance. Les travaux 
de Mailhot et al. (132) ont montré qu'en absence de vitamine D dans la diète et sans 
synthèse endogène, il est possible de modifier l'état du cartilage de croissance en 
modifiant le ratio de calcium et de phosphore alimentaire. Les différents groupes 
utilisés dans cette étude montrent que, in vivo, une variété de phénotype osseux sont 
possibles. Les caractéristiques histologiques du cartilage de croissance des 6 groupes 
d'animaux, sont présentées à la figure 6. 
Animaux carencés ou réplétés en vitmaine D ayant un apportfaible en calcium et en 
phosphore 
L'histologie du groupe d'animaux carencés en vitamine D recevant un apport 
en minéraux faibles en calcium et en phosphore est présentée à la figure 6A. Chez les 
animaux de ce groupe (D-1,1 :1), l'os en croissance présente une ostéomalacie claire, 
caractérisée par une accumulation de tissus ostéoïdes. Dans notre étude, ce groupe 
sera utilisé comme groupe de référence pour les animaux carencés en calcium et en 
vitamine D (voir figure 7). 
Les animaux du groupe D+ 1,1 :1 (figure 6B) ont été supplémentés en vitamine 
D sans augmenter l'apport en minéraux. On peut voir sur l'image qu'ils montrent un 
cartilage légèrement désorganisé mais sans qu'il soit épaissi ni qu'il y ait 
d'augmentation marquée du tissu ostéoïde. L'os cortical de ces animaux présente 
cependant un amincissement marqué. 
A B c 
D- 1,1: 1 D+ 1,1:1 D+ 2,3:1 
D E F 
D- 1,05:1 D- 2,1: 1 D- 3,5: 1 
Figure 6: Histologie de cartilage de croissance de rats en function de la diète. A) Animaux carencés en vitamine D recevant un apport 
faible en Ca et en P, dont le ratio 1,1:1 B) Animaux réplété en vitamine D recevant un apport faible en calcium et en phosphore dont 
le ratio est de 1,1: 1 C) Animaux réplétés en vitamine D recevant un apport normal en Ca et en P dont le ratio est de 2,3: 1 D) E) et F) 
Animaux carencés en vitamine D recevant une diète présentant des ratios de Ca et de P de D) 1,05:1 E) 2,3:1 F) 3,5:1. Coloration 
GOLDNER-TRICHROME 
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Animaux ré piétés en vitamine D ayant un apport normal en calcium et en phosphore 
Les animaux du groupe D+ 2,3 : 1 (figure 6C) ont un apport et un ratio de 
calcium et de phosphore qui sont normaux. Comme on le voit à la figure 6C, le 
cartilage de croissance redevient normal après quatorze jours de traitement. Dans 
notre étude, ce groupe sera utilisé comme groupe de référence pour le cartilage de 
croissance normaL 
Animaux carencés en vitamine D ayant un apport élevé en calcium et avec un apport 
variable en phosphore. 
Les animaux du groupe D-l,05 :1 (figure 6D) reçoivent pendant quatorze jours 
une quantité élevée de calcium et très élevée de phosphore, sans apport en vitamine D. 
Ce groupe montre un phénotype typique d'ostéomalacie. Les animaux du groupe D-
2,1 : 1 (figure 6E) reçoivent un apport élevé en calcium et en phosphore dont le rapport 
de concentration est normal (2,1 :1) mais sans supplémentation en vitamine D. Ce 
groupe, présente un phénotype quasi normal. En effet, le cartilage n'est pas aussi 
équilibré que celui des animaux du groupe D+2,3 :1 mais il s'agit du groupe dont l'os 
est le plus en santé malgré la carence en vitamine D. 
Chez le groupe d'animaux D-3,5:1 (figure 6F), l'apport en calcium a été 
augmenté, alors que l'apport en phosphore reste normal, produisant ainsi un ratio 
Ca:P élevé (3,5 :1). On observe que le cartilage de croissance de ces animaux 
carencés en vitamine D présente un épaississement du cartilage de croissance ainsi 
qu'une désorganisation des chondrocytes qui sont les principales caractéristiques du 
rachitisme. 
1.6-HYPOTHÈSES ET BUTS 
Le modèle animal d'hypocalcémie chronique présenté ci-haut montre qu'en 
absence de vitamine D, il est possible, en modifiant seulement l'apport en minéraux 
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contenu dans la diète, de guérir ou de modifier l'histologie du cartilage de croissance. 
De plus, la présence de vitamine D avec le même apport alimentaire en minéraux, 
influence, également, la pathologie associée à la carence. En considérant les résultats 
obtenus précédemment par Mailhot et al. (132), nous pouvons donc émettre 
l'hypothèse selon laquelle l'expression des gènes de la maturation et de la 
vascularisation sera en relation avec l'état des chondrocytes hypertrophiques présents 
dans la plaque de croissance. Dans le cas des gènes de la maturation, nous pouvons 
nous attendre à ce que l'expression de Sox-9 soit corrélée négativement à l'expression 
de CTGF. Il est également attendu que les gènes de la vascularisation seront exprimés 
plus fortement chez les groupes dont les chondrocytes hypertrophiques n'entrent pas 
ou peu en apoptose. 
Le but de cette étude est donc de vérifier si la normalisation histologique du 
cartilage de croissance par la modification du ratio calcium :phosphore alimentaire est 
suivie d'une normalisation de l'expression génique de certains gènes types de 
l'ossification endochondrale ou s'il subsiste une différence d'expression afin de 
compenser pour la carence en vitamine D. Cette étude sera complétée par l'analyse 
histomorphométrique des cartilages de croissance des mêmes animaux, par le 
laboratoire du Dr Louis-George Ste-Marie. Ces résultats ne seront pas traités ici. 
CHAPITRE 2 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1-PRODUITS CHIMIQUES 
La vitamine D3 utilisée pour supplémenter les rats provient de Sigma-Aldrich 
Canada Ud (Oakville, Ontario). La DNAse (RNAse Free DNAse Set) et le RNeasy 
Mini Kit proviennent de Qiagen (Mississauga, Ont). Le FIRST-STRAND cDNA 
Synthesis Kit et le dCTP-[ a_32p] (Redivue déoxycytidine 5'-[ a_32p] Triphosphate, 
Triethylammonium Salt) sont d'Amersham Bioseiences Ine. (Baie d'Urfé, Québec). 
La trousse de purification de l'ADN et le mélange de TAQ prêt à l'emploi viennent de 
la compagnie Invitrogen (ChargeSwitch PCR Clean-Up Kit et Platinum PCR 
SuperMix, Invitrogen, Mississauga, Ont). Tous les autres produits sont de qualité ACS 
ou supérieur. 
2.2-MODÈLE ANIMAL DE RAT CARENCÉ EN CA2+ ET EN VITAMINE D 
Pour vérifier l'influence de la carence en vitamine D et du déséquilibre du ratio 
calcium :phosphore alimentaire sur la santé osseuse, des rats hypocalcémiques, 
hyperphosphatémiques et carencés en vitamine D ont été utilisés. Ce modèle animal a 
déjà été établi depuis de nombreuses années dans notre laboratoire (l31). Tous les 
animaux ont eu accès ad libitum à la nourriture et à la boisson et ont été logés dans un 
environnement dépourvu de tout rayonnement ultraviolet pour éviter la formation 
endogène de vitamine D. Dans le modèle animal utilisé, une rate allaitant une 
douzaine de ratons Sprague-Dawley mâles âgés de 5 à 7 jours (Charles-River 
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Laboratories, St-Constant, Québec) est soumise à une diète sans vitamine D et réduite 
en calcium et en phosphore élémentaire (respectivement 0,2 % et 0,18 %, ratio de 
1,1 :1) accompagnée d'eau déminéralisée. Au sevrage, les rats reçoivent, à leur tour, 
cette même diète. Après 6 semaines sous cette diète, une mesure de calcium ionisé 
sérique est effectuée, et les animaux sont considérés hypocalcémiques lorsque le 
calcium ionisé sérique est égal ou inférieur à 0,85 mmollL (valeur normale chez le 
rat: 1,2 mmollL). Par la suite, les animaux sont séparés aléatoirement en six groupes. 
2.3-DIÈTES ET TRAITEMENTS 
La figure 7 shématise les diètes et traitements utilisés dans cette étude. 
Le groupe de référence basale (D-1,1 :1) est maintenu sur la diète faible en 
calcium et en phosphore (respectivement 0,2% et 0,18%), sans vitamine D, 
accompagnée d'eau déminéralisée. Un autre groupe reçoit la même diète mais reçoit 
une supplémentation en vitamine D3 grâce à une mini-pompe osmotique intra-
péritonéale (Alzet MINI-OSMOTIC PUMP modèle 2002, Durect Corporation, 
Cupertino, CA, USA) qui dispense 6,5 nmoles/jour de vitamine D3 durant les quatorze 
jours dù traitement. C'est le groupe D+1,1 :1. Lors de l'implantation, une dose de 
charge de 3,25 nmol de D3 est injectée dans la cavité péritonéale pour aider à 
rapidement atteindre l'état d'équilibre. 
Le groupe D+2,3 :1 est le groupe de référence en santé. Son apport en vitamine 
D3 est le même que celui du groupe D+ 1,1 : 1, mais il reçoit un apport normal en 
calcium et en phosphore. La diète contient 0,36 % de calcium élémentaire et 0,18 % 
de phosphore élémentaire. De plus, ce groupe a accès à de l'eau contenant 0,5 % de 
gluconate de calcium, ce qui ajoute 0,0465 % de calcium disponible. Au total, ce 
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groupe reçoit donc 0,41 % de calcium, 0,18 % de phosphore (donc un ratio de 2,3 : 1) 
et 6,5 nmoVjour de vitamine D3. 
Les animaux des trois derniers groupes ne reçoivent pas de vitamine D et sont 
soumis à une diète riche en calcium qui contient 0,36 % de calcium élémentaire et 
boivent de l'eau à laquelle a été ajouté 3 % de gluconate de calcium (0,279 % de 
calcium élémentaire) ce qui constitue un apport total de 0,639 % en calcium 
élémentaire. Par ailleurs, ils reçoivent des quantités variables de phosphore 
alimentaire. L'un des groupes reçoit un niveau élevé de phosphore dans la diète de 
0,60% (ratio de 1,05 :1, groupe D-1,05 :1). Pour les deux autres groupes (D-2,1 :1 et 
D-3,5 : l ) la quantité nette de phosphore dans la nourriture diminue respectivement à 
0,30 % et à 0,18 %, ce qui modifie le ratio Ca:P (respectivement 2,1 :1 et 3,5 :1). 
Au début du traitement Gour 0), puis aux jours 3, 7 et 14, les animaux sont 
pesés et une prise de sang est faite. Une partie du sang est utilisée pour mesurer le 
calcium ionisé sérique, puis le plasma est extrait et conservé à -80 oC. 
Toutes les expériences menées sur les animaux l'ont été en conformité avec les 
normes du Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIP A) du Centre 
Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM) qui sont en conformité avec les 
règles du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA). 
Le tableau 1 présente les apports en calcium, en phosphore et en vitamine D 
selon les diètes utilisées et les ratios de calcium: phosphore de ces diètes. Finalement, 
la figure 7 schématise la description du modèle animal. 
Tableau 1 
Quantité de calciUIIl, hos hore et de vitamine D et ratio Ca:P dans la diète des différents 
itamine D, nrnt Calcium, mM 
Diète Eau de boisson Total Diète 
D-1,1:1 
° 
0,2 
° 
0,2 0,18 
0,2 
° 
0,2 0,18 
0 00465 41 018 
D-1,05:1 
° 
0,36 0,279 0,639 0,6 
D-2,1:1 
° 
0,36 0,279 0,639 0,3 
D-3,5:1 
° 
0,36 0,279 0,64 0,18 
Légende: 
* : Ces animaux ont reçu une dose de charge de 3,5nmolle premier jour du traitement 
: Ce groupe est le groupe de référence basal de carence en calcium et en vitamine D 
Eau de boisson 
° 
° 0 
° 
° 
° 
• : Ce groupe est le groupe de référence nonnal compte tenu de la nonnalisation de son phénotype 
tio Ca:P total 
Total 
0,18 1,1:1 
0,6 1,05:1 
0,3 2,1 :1 
0,18 3,6:1 
Femelle Sprague-
Dawley avec portée 
6 
semames Diète 
CARENCÉE 
Ratio Ca: P Phénotype 
osseux 
1-+----+-----I~-1, 1: 1 * 
L...---J 
Ostéomalacie 
Cartilage 
désorganisé et 
amincissement 
de l'os cortical 
H-------jo .......... ~2,3: 1 * N onnal 
L---.J 
~-----t ...--.. ...----......., 
Légende : 
Ca 0,64 
P 0,18 
~-3,5:1 
Ostéomalacie 
Quasi-Nonnal 
Rachitisme 
* :Groupe de référence basal de carence en calcium et en vitamine D. 
* :Groupe de référence nonnalisé. Seul ce groupe à Wle diète nonnale. 
FIGURE 7 SHÉMA DES MODÈLES ANIMAUX UTILISÉS 
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2.4-PRÉLÈVEMENT DES PLAQUES DE CROISSANCE 
Les animaux sont sacrifiés par exsanguination sous anesthésie à l'Isoflurane 
(Abbott Laboratories Limited, Montréal, Québec) quatorze jours après le début du 
traitement. Lors du sacrifice, un grand volume de sang est prélevé pour l'analyse du 
calcium, du phosphore, des métabolites de la vitamine D et de la PTH. 
Lors du sacrifice, les pattes postérieures de l'animal sont prélevées rapidement. 
Pour atteindre les plaques de croissance distale du fémur et proximale du tibia, les 
deux os longs sont séparés l'un de l'autre en enlevant tous les tissus qui les retiennent 
ensemble dont la capsule articulaire, les muscles et les tendons. On ne conserve 
finalement que les os et leurs cartilages articulaires. Le tibia et le fémur sont alors 
coupés le plus loin possible de la plaque de croissance désirée, et le segment d'os est 
placé rapidement dans l'azote liquide et congelé à -80 oC jusqu'à l'extraction de 
l'ARN. 
2.S-EXTRACTION ET ANALYSE DES ARN DES PLAQUES DE CROISSANCE 
La plaque de croissance est faiblement visible sur la partie postérieure de l'os 
où l'on aperçoit le cartilage qui forme une mince ligne. On coupe donc au-dessus et en 
dessous de cette ligne pour enlever d'une part l'os et la moelle osseuse et, d'autre part, 
le cartilage articulaire et le centre d'ossification secondaire. On extrait de cette tranche 
de cartilage les ARN totaux par la méthode à l'isothiocyanate de guanidine et au 
chlorure de lithium tel que décrit par Cathala (133; 133) avec les modifications de 
Lemay et al. (134). Les ARN sont finalement re-suspendus dans de l'eau traitée au 
DEPC, puis traités à la DNAse (RNAse Free DNAse Set, Qiagen, Mississauga, Ont) à 
l'aide de la trousse RNeasy Mini Kit (Qiagen, Mississauga, Ont) selon les instructions 
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du fabricant. Suite à ce traitement, l' ARN est mesuré par spectrophotométrie à 260 nm 
et à 280 nm et sa concentration est calculée selon la formule suivante: 
Concentration d'ARN = (]2.0.260 nm - D.0.280 nm) * facteur de dilution 
(~g/~L) 10 
2.6-SYNTHÈSE D'ADNe ET PURIFICATION 
Un micro gramme (l~g) de l'ARN provenant des plaques de croissance est 
transformé par transcription inverse (RT) en ADNc en utilisant l 'hexamère aléatoire 
pd(N)6 comme amorce. La réaction est menée à 37 oC pendant 1 h. Le produit est 
alors purifié grâce au ChargeSwitch PCR Clean-Up Kit selon les instructions du 
manufacturier. Le volume [mal est de 30 ~L. 
2. 7-RÉACTION D'AMPLIFICATION EN CHA/NE PAR POLYMÉRASE 
L'ADN complémentaire est amplifié pour les segments correspondant aux 
gènes GAPDH, VEGF-A, VEGFRl, VEGFR2, CTGF, SOX9, et MMP-9 spécifique au 
rat selon des séquences publiées dans PubMed (135-139). Les amorces ont été 
élaborées à l'aide du partagiciel Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3.cgi) et synthétisées par la compagnie Invitrogen (Mississauga, 
Ont). La description des amorces des différents gènes est présentée au Tableau II. Le 
mélange PCR de 50 J.l.I est constitué de 45 ~l d'un mélange prêt à l'emploi pour PCR, 
des amorces nécessaires (concentration [male de 0,2 ~M) et de 4 ~l de la réaction de 
transcription inverse. Pour évaluer la quantité d'ADN produite lors de l'amplification, 
la méthode du marquage radio-isotopique est utilisée en ajoutant 0, 1 ~L de (a.32p_ 
dCTP) au mélange. L'amplification en chaîne. par polymérase est faite dans un 
thermocycleur de type Hybaid Touchdown (Hybaid Limited, Ashford, UK). 
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L'amplification de tous les gènes commence par un cycle de dénaturation à 95 
oC pendant 3 minutes (hot start). Le programme d'amplification proprement dit varie 
pour chaque gène (voir Tableau Ill). Le programme PCR se termine pour tous les 
gènes par une élongation finale de 10 minutes à 72 oC, puis 2 minutes à 52 oC. Après 
le PCR, la réaction est mise sur gel de polyacrylamide 8% -TBE IX non dénaturant. 
Le gel est séché, et exposé pendant 2 à 16 heures selon le gène. La quantification est 
faite par densitométrie à l'aide du logiciel COLLAGE (Fotodyne Inc, Hartland, WI, 
USA). L'expression génique est exprimée par le ratio gène d'intérêt/GAPDH. 
2. S-ANALYSE DES PARAMÈTRES BIOCHIMIQUES 
2.S.I-ANALYSE DE LA 1,25(OH)2 VITAMINE D: 
La trousse d'analyse de la 1,25(OH)2D par la méthode ELISA de la compagnie 
Alpco Diagnostics (Salem, NH, USA) a été utilisée. Ce dosage est précédé d'une 
extraction sur colonne (Chromabond et silice) de la 1,25(OH)zD3. Selon le principe de 
l'analyse immuno-enzymatique compétitif, le sérum à doser est incubé avec un 
anticorps monoclonal spécifique dirigé contre la 1,25(OH)2D3. Ce mélange est ensuite 
transféré dans les puits (d'une plaque 96 puits) au fond duquel est lié de la 
1,25(OH)zD3. Seuls les anticorps qui ne se seront pas liés à la 1,25(OH)2D3 de 
l'échantillon pourront alors lier le fond de la plaque; après plusieurs rinçages, la 
quantité d'anticorps au fond des puits est mesurée par colorimétrie. La couleur (et 
donc la quantité d'anticorps) est inversement proportionnelle à la quantité de 
1,25(OH)2D3 dans l'échantillon. Il ne reste que les anticorps qui n'étaient pas liés à la 
1,25(OH)2D3 de l'échantillon et qui sont liés au fond des puits. Une courbe étalon est 
établie à partir des étalons inclus dans la trousse. 
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l.8.l-ANALYSE DE LA PARATHORMONE 
La PTH a été mesurée grâce à la trousse Rat PTH IRMA Kit de la compagnie 
Alpco Diagnostics (Salem, NH, USA). Les deux anticorps de la trousse ciblent la 
région N-terminale de la protéine ce qui permet de reconnaître l'hormone dans sa 
forme intacte (1-84) ainsi que le bout N-terminal de la protéine tronqué (1-34). 
L'analyse est faite en suivant les instructions du fabricant. Chaque analyse comprend 
les contrôles internes inclus par Alpco Diagnostics et des contrôles inter-dosages en 
plus des échantillons. 
2.8.3-ANALYSE DU PHOSPHORE 
Le système Synchron LX (Beckman Coulter Canada, Ville St-Laurent, 
Québec) est utilisé pour doser le phosphore inorganique dans le plasma des animaux, 
selon la technique de dosage colorimétrique du phosphomolybdate. Cette analyse est 
faite par le personnel du département de biochimie clinique de l'hôpital St-Luc du 
CHUM. 
l.8.4-ANALYSE DU CALCIUM IONISÉ 
Le système Rapidlab 348 (Bayer HealthCare, Toronto, Ont) est utilisé pour 
doser le calcium ionisé dans le sang des animàux. Ce système utilise la technique de 
dosage électrochimique. Cette analyse est effectuée aux jours 0, 3 et 7 du traitement, 
ainsi que lors du sacrifice aujour 14. 
2.9~ANALYSE STATISTIQUE DES RÉSULTATS 
Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel d'analyse 
statistique STATVIEW (SAS, Cary, NC, USA). Les résultats sont exprimés sous 
forme de moyenne et d'erreur type à la moyenne (SEM). L'effet de la diète a été 
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évalué par l'analyse de variance (ANOVA). Par la suite, les comparaisons 
intergroupes furent évaluées par le test de «t» de Student, qui a permis de 
décomposer les résultats présentant des différences significatives de l' ANOV A. Les 
résultats sont considérés significatifs à p<O,05. Les groupes de références étaient les 
groupes d'animaux ayant reçu la diète carencée (D-l,1 :1) ainsi que le groupe 
d'animaux dont la calcémie, la phosphatémie et le statut en D étaient normalisés 
(D+2,3 :1). 
Tableau II 
Séquence des amorces et longueur des produits 
Gènes Séquence Position dans la Référence 
séquence 
GAPDH F CCCTTCATTGACCTCAACTACATGGT 176-201 (138) R GAGGGGCCATCCACAGTCTTCTG 645-623 
VEGF-A F GTACCTCCACCATGCCAAGT 48-67 
(135) 
R TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT 468-449 
MMP9 F ACGGCAAGGATGGTCTACTG 548-567 
(136) 
R CCCTCGAAGATGAATGGAAA 890-871 
VEGFRI F TCCATTTGACGCTCTTACCC 752-771 
(140) 
R TTTGAC CAC GGAGGAATCTC 975-956 
VEGFR2 F TGAAGCCATCAACAAAGCAG 1826-1845 
(137) 
R TTCTGGAATGCCACAATCAA 2128-2109 
F ATCTGAAGAAGGAGAGCGAG 131-150 (141) SOX9 R TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG 394-375 
F GAGTCGTCTGCATGGTCA 917-936 (139) CTGF R GCTTTACGCCATGTCTCCAT 1271-1252 
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Tableau ID 
Programme PCR des différents gènes 
Gènes Séquence Nombre de cycle 
CTGF 95°C 30"/ 59°C 45"/ noc 1 '30" 30X 
VEGFRI 95°C 30"/ 59°C 45" / noc 1 '30" 25X 
VEGFR2 95°C 30"/ 59°C 45"/ noc 1 '30" 25X 
GAPDH 95°C 30"/ 59°C 45"/ noc 1 '30" 20X 
MMP9 95°C 30"/ 59°C 45"/noC 1'30" 20X 
SOX9 95°C 30"/ 59°C 45"/ noc 1 '30" 30X 
VEGF 95°C 30"/ 59°C 45" / noc 1 '30" 30X 
CHAPITRE 3 : 
RÉSULTATS 
3.1-POIDS 
La figure 8 présente les variations de poids des rats selon les groupes. Après 
quatorze jours d'exposition au régime alimentaire expérimental, les groupes D-1,1 :1 
et D-1,05:1 ont un poids significativement plus bas que tous les autres (p<O,OOOI 
entre D-1,1:1, D-1,05:1 et tous les autres groupes). Chez les trois groupes ayant un 
ratio Ca:P bas (D-I,l:l, D+1,1:1, D-1,05:1), le poids ne commence à augmenter de 
façon significative qu'après 7 jours (signification entre le jour ° et le jour 7 de 
p<O,OOOl et p<O,Ol pour D+1,1:1 et D-1,05:1 respectivement) ou même 14 jours 
(changement significatif entre le jour ° et le jour 14, p<O,OOOl pour D-1,1:1 et non 
significatif entre ° et 7 jours) alors que les trois autres groupes ont une augmentation 
de poids statistiquement significative dès le troisième jour (entre le jour ° et le jour 3; 
pour D-2,1:1 p<O,OOOl, pour D+2,3:1 p<0,005 , pour D-3,5:1 p<0,05). 
L'augmentation du poids des animaux en % du poids de départ est de 27% pour D-
1,1:1, 31% pour D-1,05:1, puis 43, 44 et 46% pour D-2,1:1, D-3,5:1 et D+1,1:1 et 
finalement 51 % pour le groupe D+ 2,3: 1. 
La figure 9 présente la calcémie des animaux tout au long du traitement. Au 
jour 0, tous les animaux sont sévèrement hypocalcémiques (entre 0,70 et 0,80 
mmollL). Au quatorzième jour, les groupes D+1,1:1, D+2,3:1 et D-3,5:1 (1,20, 1,25 et 
1,18 mmollL respectivement) sont dans la zone de normocalcémie (entre 1,17 et 1,40 
mmollL), alors que les trois autres groupes sont demeurés hypocalcémiques (1,04, 
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Figure 8 
Poids moyen des animaux en fonction de la diète 
Évolution du poids moyen des groupes d'animaux au jour 0, 3, 7 et 14 selon le 
traitement reçu. Les résultats sont présentés par la moyenne et l'erreur type pour 
chacun des groupes. Les différents groupes sont représentés par les icônes suivantes: 
D-l,I:1 (.) (n=12), D+l,I:1 (0) (n=II), D+2,3:1 (0) (n=lO), D-l,05:1 (e) (n=14), 
D-2,1:1 ( .... ) (n=10), D-3,5:1(+) (n=13). Les données représentent la masse moyenne 
des animaux ayant de 6 à 7 semaines au début du traitement Les différences 
statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par ANDV A 
factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnilDunn bilatéral. Les groupes qui servent de référence pour les changements 
sont D-l, 1: 1 et D+ 2,3: 1 lors des comparaisons intergroupes et le jour 0 est utilisé lors 
des comparaisons intragroupes. Les relations statistiquement significatives indiquées 
sur la figure par le symbole * se réfèrent au groupe D-l, 1: 1 jour 14, alors que le 
symbole # se réfère au groupe D+2,3:1 jour 14. Finalement, le symbole t utilisé dans 
les comparaisons intragroupes se réfère au jour O. 
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Figure 9 
Calcémie moyenne selon le groupe 
Concentration de calcium ionisé sérique chez les groupes d'animaux aux jours 0, 3, 7 
et 14 du traitement. Les résultats sont présentés par la moyenne et l'erreur type pour 
chacun des groupes. Les différents groupes sont représentés par les icônes suivantes: 
D-l,I:1 (.) (n=10), D+l,I:1 (.) (n=II), D+2,3:1, (0) (n=lO), D-l,05:1 (0) (n=14), 
D-2,1:1 (.) (n=10), D-3,5:1(+) (n=13). La zone grise représente la zone de 
normocalcémie pour les rats. Les différences statistiquement significatives entre les 
groupes ont été évaluées par ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont 
été évaluées par le test de BonferonnilDunn bilatéral. Les groupes qui servent de 
référence pour les changements sont D-l, 1 : 1 et D+ 2,3: 1 lors des comparaisons 
intergroupes et le JOur ° est utilisé lors des comparaisons intragroupes. Les 
significations statistiques indiquées sur la figure par le symbole * se réfèrent au 
groupe D-l, 1 : 1 14d, alors que le symbole # se réfèrent au groupe D+ 2,3: 1 14d. 
Finalement, le symbole t utilisé dans les comparaisons intragroupes se réfère au jour 
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0,82 et 0,69 mmollL pour D-2,1:1, D-l,05:1 et D-l,1:1 respectivement). Le groupe D-
1,1: 1 ne montre aucune variation significative dans la concentration sérique de 
calcium durant le traitement (non significatif entre le jour 0 et le jour 14), alors que les 
groupes D-2,1:1 et D-l,OS:1 montrent, pour leur part, une augmentation 
statistiquement significative. Bien que ces augmentations soient significatives 
(p<O,OOOl lorsque comparées au groupe D-1,1 :1/14 jour), elles ne permettent pas 
d'atteindre la normocalcémie. 
3.3-PHOSPHATÉMIE 
La figure 10 présente la phosphatémie des animaux des six groupes durant les 
14 jours du traitement. Au départ, les animaux ont tous une phosphaté mie à la limite 
supérieure de la normale (la normophosphatémie varie de 2,20 à 3,30 mmollL et les 
valeurs des animaux expérimentaux se situent entre 3,12 et 3,61 mmollL). La 
phosphatémie du groupe D-l,I:1 ne varie pas durant le traitement et reste élevée Gour 
14: 3,33 mmollL ce qui est statistiquement non significatif relativement au jour 0). Au 
14ième jour, les valeurs observées chez les animaux de ce groupe sont significativement 
plus hautes que celles observées chez tous les autres groupes. Pour le groupe ayant le 
même régime alimentaire mais supplémenté en vitamine D3 (D+ 1,1: 1), la 
phosphatémie diminue (2,83 mmollL) jusqu'à en arriver à un écart significatif au jour 
14 avec le groupe D-l,l:1 (p<0,01). La même observation est faite pour les groupes 
D-l,05:1 (2,74 mmollL ; p<O,05), D-2,1:1 (2,46 mmollL ; p<0,0005) et D+2,3:1 (2,29 
mmollL ; p<O,OOOl). Le groupe D-3,5:1 est celui dont la diminution de la 
phosphatémie est la plus remarquable, puisqu'en trois jours, sa valeur chute de plus de 
5 fois pour terminer à 0,54 mmollL (p<O,OOOI comparativement au groupe D-l,l:1 à 
14 jours). D'ailleurs la plupart des corrections de la phosphatémie sérique se font 
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Figure 10 
Phosphatémie moyenne selon le groupe 
Concentration sérique de phosphore inorganique des groupes d'animaux aux jours 0, 
3, 7 et 14 du traitement. Les résultats sont présentés par la moyenne et l'erreur type 
pour chacun des groupes. Les différents groupes sont représentés par les icônes 
suivantes: D-I,l:l (.) (n=10), D+1,1:1 (0) (n=ll), D+2,3:1 (0) (n=10 saufj3 n=3), 
D-1,05:1 (e) (n=8), D-2,1:1 ( .... ) (n=10), D-3,5:1(+) (n=13 sauf j3 n=4). La zone 
grise représente la zone de normophosphatémie chez les rats. Les différences 
statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par ANOVA 
factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnilDunn bilatéral. Les groupes qui servent de référence pour les changements 
sont D-1, 1: 1 et D+2,3: 1 lors des comparaisons intergroupes et le jour 0 est utilisé lors 
des comparaisons intragroupes. Les significations statistiques indiquées sur la figure 
par le symbole * se réfèrent au groupe D-1, 1: 1 14d, alors que le symbole # se réfère 
au groupe D+2,3: 1 14d. Finalement, le symbole t utilisé dans les comparaisons 
intragroupes se réfère au jour O. 
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rapidement puisque chez tous les groupes où l'on remarque un changement, celui-ci 
survient après trois jours à l'exception du groupe 0-2,1: 1 qui nécessite 7 jours pour se 
stabiliser. Cette observation est en concordance avec la calcémie puisque ce groupe 
est le seul chez qui la calcémie change encore après 3 jours. 
3.4-PARATHORMONE 
La figure Il illustre les concentrations de PTII sérique après 14 jours de 
traitement dans les 6 groupes d'animaux étudiés. Le groupe 0-1,1:1 a une 
concentration de PTH élevée (852pg/ mL). L'autre groupe ne recevant pas de 
vitamine 0 et ayant un ratio Ca : P bas a lui aussi une concentration élevée de PTH 
sérique (700 pg/ml, N.S. par rapport à 0-1,1 :1). Tous les autres groupes montrent 
une relation statistiquement significative par rapport à 0-1,1 :1 ; 0-3,5:1 (346 pg/mL, 
p<O,OOl), 0-2,1:1 (534 pg/mL p<0,05), 0+1,1:1 (l05 pglmL, p<O,OOOl), 0+2,3:1 
(157 pg!mL p<O,OOl). On observe que les deux groupes qui reçoivent de la vitamine 
o ont un taux particulièrement bas mais équivalent (N.S. entre 0+1,1 :1 et 0+2,3 :1). 
Le groupe de référence recevant de la vitamine 0 (D+2,3 :1) atteint cependant une 
différence statistiquement significative par rapport à tous les autres groupes: 0-
1,05 :1, p<O,OOOl; 0-2,1:1 p<0,05; 0-3,5:1 p<O,05. 
3.5-1,25(OH);rVITAMINE D3 
Le métabolite actif de la vitamine 03 n'a été mesuré que chez les groupes D-
1,1:1, 0+1,1:1 et 0+2,3:1. Tel qu'illustré sur la figure 12, on voit que pour les 
groupes qui reçoivent de la vitamine 0, le maximum de l'augmentation en 1,25(OHh 
vitamine D3 sérique se produit au troisième jours de traitement (pour D+ 1,1: 1, 
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Figure Il 
Concentration sérique de PTH moyenne selon le groupe 
Concentration sérique moyenne de PTH des groupes d'animaux après 14 jours de 
traitement. Les résultats sont présentés par la moyenne et l'erreur type pour chacun 
des groupes. Les différences statistiquement significatives entre les groupes ont été 
évaluées par ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées 
par le test de BonferonnilDunn bilatéral. Les groupes de référence pour les 
comparaisons sont D-l, 1: 1 et D+2,3: 1. 
1000 
800 
.....J 
E 
"'" 0)600 
0.. 
-0) 
:::l 
0-
.~ 
'0) 
U1400 
I 
r-
D.. 
200 
o 
Figure Il 
p<O.OOl 
p<O.OOOl 
p<O.OOl 
1---- p<O.05 -----j 1---- p<O.05 ----; 
p<O.05 
0-1,1:1 0-1,05: 1 0-2,1: 1 
n=11 n=10 n=12 
p<O.OOOl 
0-3,5: 1 
n=16 
0+1,1: 1 
n=7 
0+2,3:1 
n=7 
68 
Figure 12 
Concentration sérique moyenne de 1-25(OHh vitamine D3 selon le groupe 
Concentration sérique de 1-25(OHh vitamine D3 sérique chez les groupes d'animaux 
aux jours 0, 3, 7 et 14 du traitement. Les résultats sont présentés par la moyenne et 
l'erreur type pour chacun des groupes. Les différents groupes sont représentés par les 
icônes suivantes: D-l,I:1 (.) (n= 3,3,3,9), D+l,I:1 (D) (n=3,5,12,11), D+2,3:1 (0) 
(n=3,10,11,12). Les différences statistiquement significatives entre les groupes ont été 
évaluées par ANOVA factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées 
par le test de Bonferonni/Dunn bilatéral. Les groupes qui servent de référence pour les 
changements sont D-l, 1: 1 et D+ 2,3: 1 lors des comparaisons intergroupes et le jour 0 
est utilisé lors des comparaisons intragroupes. Les significations statistiques indiquées 
sur la figure par le symbole * se réfèrent au groupe D-l, 1: 1 14d, alors que le symbole 
# se réfère au groupe D+2,3:1 14d. Finalement, le symbole t utilisé dans les 
comparaisons intragroupes se réfère au jour O. 
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2766 pmol/L, pour D+2,3:1 1409 pmollL); après une semaine de réplétion, les 
concentrations se stabilisent à environ 1200 pmollL pour le groupe D+1,1:1, et restent 
au même niveau jusqu'au quatorzième jour. Pour le groupe D+2,3: 1, les 
concentrations continuent de descendre lentement au jour 7 (620 pmol/L) et 14 (313 
pmollL). Étonnamment, les concentrations sériques maximales en 1,25(OHh vitamine 
D3 du groupe D+ 1,1: 1 sont significativement plus élevées que celles du groupe 
D+2,3:1, (à 3 jour, p<O,Ol) et restent plus élevées pour toute la durée du traitement (à 
7 jour p<0,05 et à 14 jour, p<0,005). À 14 jours, les deux groupes qui reçoivent de la 
vitamine D ont des concentrations sériques de 1,25(OHh vitamine D3 
significativement différentes du groupe qui n'en reçoit pas (à 14d; D+1,1:1 1141 
pmol/L, D+2,3:1 313 pmollL et D-1,1:1 126 pmollL; différences entre D+1,1:1 et D-
1,1:1 de p<0,0005 et entre D-1,1:1 et D+2,3:1 p<0,05). 
3.6-RELATION CALCIUM / Ao_1.,POIDS 
La figure 13 présente la relation entre la calcémie et la variation du poids entre 
le premier et le quatorzième jour (LlO-I4 poids); cette dernière est présentée sous forme 
d'une relation linéaire positive. En plaçant la calcémie comme variable indépendante, 
on constate que plus la calcémie est élevée à la fin du traitement de 14 jours, plus le 
changement de poids est prononcé entre le début et la [m du traitement. Cette relation 
montre un R2 de 0,597 (p<O,OOOl). 
3. 7-RATIO CALCIUM: PHOSPHORE SÉRIQUE DANS LES GROUPES NE 
RECEVANT PAS DE VITAMINE D. 
La figure 14 montre la relation entre le calcium et le phosphore sérique au 
quatorzième jour du traitement, pour les 4 groupes n'ayant pas reçu de vitamine D 
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Figure 13 
Corrélation entre la calcémie et le poids selon la diète 
Régression simple entre la calcémie et le changement de poids des animaux entre le 
jour 0 et le jour 14. Chaque point représente un individu d'un des groupes et est 
représenté par les icônes suivantes: D-l,I:1 (.) n==15, D+l,1:1 (0) n=ll, D+2,3:1 
(0) n==10, D-l,05:1 (J) n=14, D-2,1:1 (À) n==lO, D-3,5:1 (t) n=13. La relation entre 
la calcémie et le changement de poids peut-être définie à l'aide de l'équation 
suivante: Poids= -15.7 +90,2*Calcémie (p > 0,0001). 
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Figure 14 
Corrélation entre la calciémie et la phosphatémie selon la diète 
Régression simple entre la calcémie et la phosphatémie sériques des rats n'ayant pas 
reçu de vitamine D. Chaque point représente un individu, dont le groupe est représenté 
par les icônes suivantes: D-l,l:l (.) n=13, D-l,05:l (e) n=9, D-2,1:1 (Â.) n=14, D-
3,5: 1 (.) n= 13. La relation entre la calcémie et la phosphatémie peut être définie à 
l'aide de l'équation suivante: P= 6.3 -4.2*Ca (p > 0,0001). 
,.--.., 
--.J 
"'-.. 
0 
E 
E 
""--" 
<D 
:::J 
0-
4,5 
3,5 
2,5 
:05 1,5 
(J) 
.-
a.. 
0,5 
4 
3 
2 
1 
o -t---
o 
Figure 14 
.. 
• 
.. 
• • 
• 
-0,689, p<O,0001 
1 1 
0,4 
, 
0,6 
1 
0,8 
Ca2+ sérique (m mol/L) 
.. 
.. 
1 
1 
.. 
.. 
1 
1,2 1,4 
75 
(D-1,1:1, D-1,05:1, D-2,1:1 et D-3,5:1). On observe une régression linéaire négative 
entre les concentrations de calcium et de phosphore sérique, R2 -0,689 après 14 jours 
de traitement, avec un niveau de signification de p<O,OOOl 
3.8-RELATION ENTRE LA CALCÉMIE ET LES CONCENTRATIONS 
SÉRIQUES DE PARATHORMONE 
La figure 15 montre la corrélation entre les concentrations sériques de calcium 
et de PTH au quatorzième jour du traitement pour les groupes ne recevant pas de 
vitamine D. Cette relation entre le calcium et la PTH est inversement proportionnelle; 
lorsque la calcémie augmente, les concentrations de PTII sérique diminuent, avec un 
R2 de -0,449 (p<O,OOOl). 
3.9-RELATION ENTRE LA PHOSPHATÉMIE ET LE NIVEAU SÉRIQUE DE 
PARATHORMONE 
La figure 16 montre la corrélation entre le phosphore et la parathormone pour 
les quatre groupes n'ayant pas reçu de vitamine D au cours du traitement. Dans cette 
relation, les deux variables augmentent de façon directement proportionnelle. Le R2 
est de 0,401 (p<0,0001). 
3. JO-EXPRESSION GÉNIQUE DE CTGF 
Tel qu'indiqué à la figure 17 A, l'expression génique du CTGF est plus élevée 
chez le groupe D-l,l:l (0,910) que chez le groupe D+l,1 :1 (0,380 p<O,OOl). Ce 
groupe montre aussi (fig. 17B), un expression significativement plus élevée que les 
groupes D-l,05:1 (0,434, p<O,OOl) et D-3,5:1 (0,336, p<O,OOOI). Il n'y a cependant 
pas de différence statistiquement significative avec le groupe D-2,3 :1, qui montre 
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Figure 15 
Corrélation entre la calcémie et la PTH sérique en fonction de la diète 
Régression simple existant entre la calcémie et la parathormone sériques des animaux 
des groupes n'ayant pas reçu de vitamine D. Chaque point représente un animal et est 
représenté par les icônes suivantes: D-1,1:1 C-) n=13, D-1,05:1 1 ~ n=6, D-2,1:1 
(Â) n=11, D-3,5:1 (0) n=12. La relation entre la calcémie et la PTH peut être définie 
à l'aide de l'équation suivante: PTH= 1622-1077*Ca (p > 0,0001). 
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Figure 16 
Corrélation entre la phosphatémie et la PTH sérique selon la diète 
Régression simple entre la phosphatémie et la PTH sérique chez les animaux n'ayant 
pas reçu de vitamine D. Chaque point représente un animal et est représenté par les 
icônes suivantes: D-1,1:1 ~ n=9, D-1,05:1 ~ n=6, D-2,1:1 (.Â) n=l1, D-3,5:1 (0) 
n= 13. La relation entre la phosphatémie et la PTH peut être défInie à l'aide de 
l'équation suivante: PTH= 153+181 *p (p > 0,0001). 
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Figure 17 
Expression génique du CTGF selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du Connective Tissue Growth Factor dans le 
cartilage de croissance des différents groupes au quatorzième jour du traitement est 
présenté à la figure 17. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± P erreur 
type pour chacun des groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation 
en vitamine D présentant des ratios Ca : P alimentaire variable. B) Groupes d'animaux 
carencés en vitamine D présentant des ratios de Ca: P alimentaire variables. Le 
groupe D-l,I:1 sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les 
différences statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par 
ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnilDunn bilatéral. 
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Figure 18 
Expression génique de SOX-9 selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du gène SOX-9 dans le cartilage de croissance des 
différents groupes au quatorzième jour du traitement est présenté à la figure 18. Les 
résultats sont présentés sous forme de moyenne ± l'erreur type pour chacun des 
groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation en vitamine D 
présentant des ratios Ca: P alimentaire variable. B) Groupe d'animaux carencés en 
vitamine D présentant des ratios de Ca : P alimentaire variables. Le groupe D-l, 1 : 1 
sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les différences 
statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par ANOV A 
factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnilDunn bilatéral. 
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une expression plus élevée (0,741). 
3. ll-EXPRESSION GÉNIQUE DE SOX9 
L'expression génique de SOX9 ne varie pas de façon significative entre les 
groupes tel que montré à la figure 18A et B. 
3.I2-EXPRESSION GÉNIQUE DE VEGF 
L'expression génique du Vascular Endothelial Growth Factor est présentée à 
la figure 19. On constate que c'est le groupe D-l,I:1 qui se distingue des autres. 
L'expression de ce groupe est de 0,897 (en unité arbitraire, ratio du gène 
comparativement au GAPDH). Cette expression est significativement plus élevée que 
celles observées chez tous les autres groupes (D-I,05:1 (0,485, p<O,Ol), D-2,1:1 
(0,527 p<0,05), D-3,5:1 (0,544 p<0,05) D+l,l:l (0,397 p<0,05) et D+2,3:1 (0,469 
p<O,Ol)). Aucun des autres groupes ne présente entre eux de différences significatives. 
3.I3-EXPRESSION GÉNIQUE DE VEGFRI (FL Tl) 
L'expression génique du premier récepteur au VEGF a été évaluée chez tous 
les groupes expérimentaux. Tel qu'illustré dans la figure 20A etB, le groupe D-l,l:1 
est le groupe qui exprime le plus fortement le gène VEGFR-l (0,572). Cette valeur est 
statistiquement plus élevée que celle observée chez le groupe D+1,1:1 (Fig. 19A), 
p<0,005 et chez le groupe D-l,05:1 (Fig. 19B), p<0,005. Finalement, les groupes 
D+2,3:1, D-2,1:1 et D-3,5:1 (respectivement 0,438, 0,393 et 0,417) ont une expression 
du VERGR-l inférieure au groupe D-l,1 :1 mais cette différence est statistiquement 
non significative. 
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Figure 19 
Expression génique de VEGF selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du Vascular Endothelial Growth Factor dans le 
cartilage de croissance des différents groupes au quatorzième jour du traitement est 
présenté à la figure 19. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± l'erreur 
type pour chacun des groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation 
en vitamine D présentant des ratios Ca : P alimentaire variable. B) Groupe d'animaux 
carencés en vitamine D présentant des ratios de Ca: P alimentaire variables. Le 
groupe D-1,1:1 sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les 
différences statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par 
ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test T de 
BonferonnilDunn bilatéral. 
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Figure 20 
Expression génique de VEGFRI selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du VEGFRl (FLT-l) dans le cartilage de 
croissance des différents groupes au quatorzième jour du traitement est présenté à la 
figure 20. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± l'erreur type pour 
chacun des groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation en 
vitamine D présentant des ratios Ca: P alimentaire variable. B) Groupe d'animaux 
carencés en vitamine D présentant des ratios de Ca: P alimentaire variables. Le 
groupe D-l, 1 : 1 sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les 
différences statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par 
ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnilDunn bilatéral. 
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3.14-EXPRESSION GÉNIQUE DE VEGFR2 
L'expression génique du deuxième récepteur au VEGF qui est aussi connu 
comme FLKI est présentée à la figure 21. Cette dernière ne montre aucune variation 
significative entre les cinq groupes qui ont été étudiés. Les résultats du groupe 
D+ 1,1: 1 ne sont pas disponibles. 
3. 15-EXPRESSION GÉNIQUE DE MMP-9 
L'expression génique de la Matrix Metalloproteinase 9 est présentée à la 
figure 22. On observe une expression plus élevée de la MMP-9 chez le groupe D-
l,l : l que chez le groupe D+ 1,1 : 1 (p<O,O 1) mais non pas plus élevée que chez le 
groupe D+2,3 : 1 (figure 22A). Par ailleurs, chez les groupes carencés en vitamine D 
(figure 22B), on observe une diminution de l'expression de la MMP-9 par rapport au 
groupe D-l,1 : 1. 
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Figure 21 
Expression génique du groupe VEGFR-2 selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du VEGFR-2 dans le cartilage de croissance des 
différents groupes au quatorzième jour du traitement est présenté à la figure 21. Les 
résultats sont présentés sous forme de moyenne ± r erreur type pour chacun des 
groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation en vitamine D 
présentant des ratio Ca: P alimentaire variable. B) Groupe d'animaux carencés en 
vitamine D présentant des ratios de Ca : P alimentaire variables. Le groupe D-l, 1 : 1 
sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les différences 
statistiquement significatives entre les groupes ont' été évaluées par ANOV A 
factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonnifDunn bilatéral. 
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Figure 22 
Expression génique de MMP9 selon la diète 
Le niveau de l'expression génique du Matrix Metalloproteinase 9 dans le cartilage de 
croissance des différents groupes au quatorzième jour du traitement est présenté à la 
figure 22. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± l'erreur type pour 
chacun des groupes. A) Groupes d'animaux ayant reçu une supplémentation en 
vitamine D présentant des ratios Ca: P alimentaire variable. B) Groupe d'animaux 
carencés en vitamine D présentant des ratios de Ca: P alimentaire variables. Le 
groupe D-l, 1 : 1 sert de groupe de référence pour chacun des sous-groupes. Les 
différences statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées par 
ANOV A factorielle, alors que les comparaisons 2 à 2 ont été évaluées par le test de 
BonferonniIDunn bilatéral. 
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CHAPITRE 4 
DISCUSSION 
L'importance de l'hypovitaminose dans les sociétés occidentales et son impact 
sur la santé osseuse des personnes qui en souffrent nous obligent à améliorer notre 
compréhension des facteurs ayant une influence sur la croissance osseuse et sur le 
maintient en santé des os. Les résultats de nos travaux font progresser l'état des 
connaissances sur l'importance du ratio Ca : P dans l'apparition et la correction de 
pathologies associées à la carence en vitamine D. 
Avant d'aborder le sujet des relations qui existent entre l'histologie osseuse et 
l'expression de gènes qui codent pour des protéines reliées à l'ossification 
endochondrale, revenons sur les effets du changement du ratio Ca: P sur certains 
paramètres physiologiques comme le poids des animaux et les concentrations 
circulantes de minéraux qui sont impliqués dans l'équilibre phosphocalcique. 
Nos résultats montrent que même en absence d'un apport exogène en D, il est 
possible d'influencer le poids des animaux uniquement par des variations dans le ratio 
Ca:P de la diète. Il existe effectivement une variation significative du poids selon le 
groupe. En effet, les deux groupes qui ont un ratio calcium: phosphore bas et qui ne 
reçoivent pas de vitamine D montrent un poids plus faible que les autres groupes après 
14 jours de traitement. Bien que cette croissance plus faible soit attendue pour le 
groupe D-l, 1: 1 qui reçoit un apport net faible en calcium et en phosphore, cette 
donnée est plus étonnante pour le groupe D-l,05:1, puisque ce groupe reçoit une 
quantité nette élevée des deux ions qui ne devrait pas être limitante pour leur 
croissance. Cette donnée concorde cependant avec l'hypothèse que le calcium et le 
phosphore seraient peu absorbés lorsque le ratio n'est pas équilibré. 
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Trois groupes arborent des calcémies normalisées; les deux qui reçoivent de la 
vitamine D ainsi que le groupe qui ne reçoit pas de vitamine D mais qui reçoit 
beaucoup de calcium mais peu de phosphore (D-3,5:1). Les deux groupes qui 
reçoivent autant de calcium que D-3,5:1 mais qui reçoivent des quantités plus élevées 
de phosphore (D-1,05:1 et D-2,1:1) n'atteignent pas la normocalcémie. La calcémie 
est donc hautement dépendante de l'apport en vitamine D mais, en absence de celle-ci, 
le ratio Ca:P alimentaire devient crucial afin de rétablir et de maintenir une 
normocalcémie sérique. 
La phosphatémie du groupe D-3,5:1 est sous la normale. La quantité de 
phosphore présente dans l'alimentation ne semble pourtant pas être la limitante 
puisque le groupe D-l, 1 : 1, qui est normophosphatémique, reçoit une quantité 
semblable de phosphore. Les animaux de ce groupe (D-3,5:1), qui recoivent beaucoup 
de calcium et peu de phosohore, normalisent leur calcémie malgré l'absence de 
vitamine D. Cependant, s'ils reçoivent la même quantité des deux minéraux, (peu 
importe que cette quantité soit élevée (D-I,05:1) ou faible (D-1,1:1)) il est possible 
alors de normaliser la phosphatémie mais non la calcémie. 
En absence de vitamine D, la difficulté d'absorption du calcium par rapport au 
phosphore doit donc être compensée par une plus grande disponibilité du calcium dans 
la diète. Néanmoins lorsque le ratio est élevé, comme chez le groupe D-3,5:1, 
l'absorption du phosphore semble compromise. Ceci peut-être expliqué par 
l'hypothèse de la chélation du calcium par le phosphore. Pour rétablir l'équilibre et 
permettre l'absorption des deux nutriments une juste proportion des deux éléments 
doit donc être atteinte dans la diète. Nos résultats semblent donc confirmer 
l'importance du maintient à l'équilibre du ratio Ca:P alimentaire. 
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Les animaux du groupe D-2,1: 1 normalisent leur phosphatémie mais pas leur 
calcémie. Toutefois, il y a une augmentation significative de la calcémie entre le jour 
o et le quatorzième jour. 
Les animaux du groupe D-1,05:1 exhibent une légère augmentation de la 
calcémie et demeurent normophosphatémique. Les ratios Ca:P de ces deux groupes 
semblent donc appropriés afin de ne pas entraver complètement l'absorption de ces 
minéraux. Néanmoins, notre objectif était d'identifier une diète permettant d'atteindre 
une normalisation des concentrations sériques de Ca2+. Ainsi, une diète dont le ratio 
Ca:P se situe à 2,30: 1 permet de se rapprocher de cet objectif et ce, sans 
compromettre la normophosphatémie. 
La figure 14 illustre bien la relation entre la calcémie et la phosphatémie pour 
les animaux des groupes qui ne reçoivent pas de vitamine D. Il s'établit une relation 
inverse entre les concentrations de phosphore et le calcium sérique (P= 6.3 -4.2*Ca). 
Cette relation confirme l'hypothèse de la liaison du calcium sérique par le phosphore 
inorganique. 
Comme il est indiqué à la figure Il montrant les différences de concentrations 
sériques de PTH après quatorze jours de traitement, deux groupes se distinguent des 
autres, et ce sont ceux qui ont reçu une supplémentation en vitamine D. La présence 
de 1,25(OH)2D3 semble déterminante pour abaisser le taux de PTH (132). Les figures 
15 et 16 montrent quant à elles qu'en absence de vitamine D, la normalisation de la 
calcémie et de la phosphatémie semblent presque aussi efficace l'une que l'autre pour 
diminuer la concentration de parathormone dans le sang. La figure 15 montre 
clairement une relation entre le calcium et la concentration de PTH circulante qui est 
inversement proportionnelle (pTH= 1622-1077*Ca). La figure 16 montre que les 
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concentrations de phosphore sont également corrélées négativement avec la 
concentration de PTH (pTH= 153+181 "'P). 
Une des données étonnantes de notre étude est illustrée à la figure 12, où sont 
indiquées les concentrations sériques de l ,25 (OHh D3 des groupes ayant reçu 
6,5nM/jour de vitamine D3 (0+1,1:1 et D+2,3:1) et du groupe témoin D-l,I:1 (qui 
n'en a pas reçu). Bien que le processus de supplémentation produit dans les deux 
groupes une augmentation des concentrations sériques de 1,25(OH)2 D3, le maximum 
atteint chez le groupe D+l,I:1 est presque deux fois plus élevé que celui du groupe 
qui a un ratio Ca:P normal. Cette différence entre les deux groupes dans les 
concentrations sérique de 1,25(OH)2 D3 perdure au septième jour et s'accentue au 
quatorzième jour. Ces groupes reçoivent pourtant la même quantité de phosphore et de 
vitamine D mais l'apport en calcium de la diète des animaux D+ 1,1: 1 est deux fois 
moins important que celui du groupe D+2,3:1. 
L'augmentation chez le groupe D+ 1,1: 1 de la concentration sérique de 
1,25(OH)2D3 permet à ces animaux d'absorber plus efficacement le calcium et le 
phosphore de la diète malgré les faibles quantités, et d'en réabsorber le maximum par 
le rein. Ces animaux sont normocalcémique et normophosphatémique. Cependant, il 
est possible que la quantité de calcium et de phosphore dans la diète ne permette pas 
de combler les besoins malgré la grande récupération induite par la 1,25(OHh D3. 
Habituellement, dans ces conditions, l'os sera résorbé pour permettre de maintenir les 
concentrations sériques. 
Histologiquement on observe que l'os cortical du groupe D+ 1,1: 1 est aminci 
comparativement à celui des animaux sains alors que cet effet n'est pas perceptible au 
niveau de l'os trabéculaire, pas plus que du côté du cartilage de croissance. Ceci 
représente le principal indice de la carence; ces animaux manifestent un rétablissement 
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partiel de l'état de carence dans lequel ils se trouvent en début de traitement sans 
exhiber une histologie pathologique. On observe également que la minéralisation 
semble être en cours de normalisation. Les processus de prolifération et de la 
maturation indiquent une amélioration qui laisse supposer que la maintien de ce 
régime évoluerait vers un rétablissement complet du cartilage. L'apport en vitamine D 
avec des quantités faibles de calcium et de phosphore dans l'alimentation met en péril 
la santé de l'os cortical, alors que la croissance osseuse, ainsi que le cartilage semblent 
en voie de rétablissement. C'est pour éviter ce problème que la supplémentation en 
vitamine D devrait toujours être accompagnée d'une quantitée suffisante de calcium. 
La longue expérience clinique de supplémentation en vitamine D montre en effet que 
des effets secondaires indésirables peuvent survenir lorsque la supplémentation en 
vitamine D n'est pas accompagnée par un apport suffisant en calcium. 
Chez les animaux de ce groupe, la concentration de PTH est basse. En 2003, 
Veno et al. (41) suggéraient que in vivo la résorption nécessitait l'effet coordonné de 
la PTH et de la 1,25(OHhD3, et que lorsque la PTH était absente, seules des 
concentrations pharmacologiques de calcitriol pouvaient induire une augmentation de 
la résorption. Les observations faites chez les animaux du groupe D+ 1,1: 1 
(l,25(OHhD3 élevé, PTH faible, calcémie normale malgré un faible apport 
alimentaire) semble contredire cette donnée. St-Arnaud et al. (142) rapportent dans un 
article sur l'inactivation du gène de la D3-24-hydroxylase chez des souris qui ont, par 
conséquent des concentrations sériques élevées de calcitriol, un problème aux sites 
d'ossifications intramembranaires. Ce problème se répercute dans l'os cortical fémoral 
qui montre une diminution de son épaisseur puisque le périoste est un site 
d'ossification endomembranaire pour la croissance transversale. Ils présument que cet 
effet est dû à l'augmentation physiologique des quantités de ca1citriol sériques puisque 
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le gène qui code pour l'enzyme responsable du catabolisme de la molécule est 
inopérant. Nous pouvons dès lors supposer que l'augmentation de la concentration de 
l,25(OH)2D3 sans PTH (comme c'est le cas pour les animaux de l'équipe de St-
Arnaud et al. (142) et du groupe D+l,l:l) agit spécifiquement aux sites d'ossifications 
intramembranaires, sans effets notables sur l'ossification endochondrale. 
Des études (143) ont également démontré qu'une minéralisation normale 
dépend surtout de la normalisation sérique des concentrations de calcium et de 
phosphore. Chez nos animaux supplémentés en D rp.ais faiblement en Ca et en P, il 
semble bien que le maintien des concentrations sériques de ces minéraux demande une 
résorption sur un autre site osseux. 
L'observation de l'histologie osseuse des animaux des groupes D-l,l:l et D-
1,05:1 indique une ostéomalacie et ces deux groupes exhibent une phosphatémie 
normale, une hypocalcémie et un niveau élevé de PTH sérique. Puisque l'ostéomalacie 
est une manifestation d'un défaut de minéralisation, il peut être supposé que dans ces 
deux cas la quantité de calcium nécessaire à la minéralisation n'a pas été atteinte. Le 
groupe D-3,5:1 est rachitique et montre une normocalcémie mais une 
hypophosphatémie. Ce phénotype observé concorde parfaitement avec la théorie qui 
indique que le rachitisme est une conséquence d'une diminution de l'apoptose des 
chondrocytes hypertrophiques, et que le phosphore est obligatoire dans le processus 
d'apoptose en raison de son implication dans la voie d'activation de la caspase 9 (86). 
En ce qui concerne l'expression génique des différentes cellules du cartilage de 
croissance, notre objectif était de vérifier si le phénotype observé du cartilage de 
croissance des divers groupes d'animaux était en relation avec l'expression de gènes 
qui codaient pour des protéines importantes dans le processus de maturation et 
vascularisation du cartilage. À partir des travaux de Mailhot et al. (132), nous avions 
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émis l'hypothèse que l'expression de ces différents gènes serait tributaire du nombre 
et du stade de maturation de certaines populations cellulaires qui composent le 
cartilage dont particulièrement les chondrocytes, par l'effet du régime alimentaire ces 
cellules (e.g.; leur différentiation, multiplication et apoptose). 
Nous avons d'abord vérifié l'expression d'un gène qui code pour une protéine 
représentative du processus de maturation des chondrocytes, SOX9, qui est exprimée 
au début de la maturation et qui est essentielle à la différentiation des cellules souches 
jusqu'au stade de prolifération. Aucune différence significative d'expression génique 
de SOX9, n'est observée entre les groupes d'animaux étudiés. Sans être attendu, ce 
résultat est en accord avec l'histologie observée, puisqu'aucun des phénotypes ne 
montrent de perturbations importantes du développement cellulaire au début du 
processus de maturation du cartilage. 
Le second gène que nous avons mesuré code également pour une protéine 
active dans le processus de maturation de l'ossification endochondrale. Le CTGF 
régule la fin du processus de maturation jusqu'à l'entrée des chondrocytes en 
hypertrophie. Comme nous l'avions mentionné dans la section précédente, les groupes 
qui expriment le plus le CTGF sont les groupes D-l,l:l et D-2,1:1. Si nous faisons un 
rappel des caractéristiques de chacun de ces groupes, nous pouvons dire que les 
animaux des groupes D-l, 1: 1 souffrent d'ostéomalacie, d'hypocalcémie 
d'hyperphosphatémie et d'hyperparathyroïdie secondaire, alors que les animaux du 
groupe D-2, 1: 1 sont également hypocalcémiques et en hyperparathyroïdie quoique 
moins sévèrement que les animaux du groupe précédent. Toutefois ces animaux 
montrent une correction de leur ostéomalacie et de leur hyperphosphatémie. Un autre 
groupe présente un portrait biochimique et histologique semblable aux animaux du 
groupe D-I,l:l; il s'agit des animaux D-I,05:1 (pour la calcémie, la PTH et 
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l'ostéomalacie) qui exhibent une expression du gène CTGF qui est significativement 
plus basse que les animaux du groupe D-1,1:1. Il apparaît donc que l'expression 
génique n'est pas directement corrélée avec le phénotype ou avec le profil 
biochimique des animaux qui ont été analysés dans cette étude. 
Nous avions posé l'hypothèse que l'expression du gène qui code pour CrGF 
chez les animaux du groupe D-3,5:1 serait plus élevée puisque le rachitisme dont ces 
animaux souffrent entraîne un élargissement du cartilage de croissance en raison d'une 
mort cellulaire plus faible des chondrocytes qui restent au stade hypertrophique plus 
longtemps (85). De manière étonnante, nous observons une expression plus basse chez 
les animaux de ce groupe. Le profil histologique montre bien que la plaque de 
croissance de ces animaux est beaucoup plus large et que cet élargissement est 
provoqué par une augmentation du nombre des chondrocytes hypertrophiques; le 
profil désorganisé de ces chondrocytes semble toutefois suggérer que, dans ces 
conditions, l'expression pourrait être différente du processus normal de maturation des 
chondrocytes. Le CTGP sécrété par les chondrocytes hypertrophiques provoque la 
prolifération et la différentiation des chondrocytes pré-hypertrophiques (144). Il se 
peut que les cellules déséquilibrées du cartilage rachitique cessent d'exprimer le 
CTGF pour ne plus induire l'épaississement du cartilage. 
L'expression de gènes qui codent pour des protéines importantes du processus 
de la vascularisation du cartilage indique un profil d'expression similaire qui se répète 
d'un gène à l'autre à l'exception de l'expression du second récepteur de VEGF, 
(VEGFR2) qui ne présente pas de variations significatives d'un groupe à l'autre et ce, 
pour l'ensemble des groupes étudiés. Pour l'expression des autres gènes (MMP9, 
VEGF et VEGFRI) nous avons observé que le groupe D-1,1:1 se démarque par son 
expression plus élevée pour les trois gènes. À l'opposé, l'expression chez le groupe 
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D+ 1,1: 1 est faible pour ces trois gènes. Tout comme dans le cas des gènes de la 
maturation, l'expression des gènes qui codent pour des protéines de la vascularisation 
ne semble pas directement lié au phénotype. Mais la présence d'un même schéma 
d'expression pour certains groupes suggère que celui-ci peut être associé à certaines 
caractéristiques biochimiques. Les animaux du groupe D-1, 1: 1 sont les seuls qui 
exhibent une hyperphosphatémie et une hypocalcémie sévères. La surexpression des 
gènes de la vascularisation pourrait donc être une conséquence de ces dérèglements 
biochimiques. Le groupe D+1,1:1 dont l'expression est basse pour l'ensemble des 
gènes de la vascularisation montre un profil histologique de la plaque de croissance 
qui tend vers la normalité. Le groupe dont le ratio Ca :P est équilibré et qui est carencé 
en vitamine D (D-2,1: 1) ne montre pas de différence significative comparativement au 
groupe « normal» (D+2,3:1) quant aux expressions de VEGF et VEGFR1 mais elle 
est significativement plus basse pour MMP9, ce qui pourrait signifier un 
ralentissement dans le processus de la vascularisation du cartilage chez les animaux 
carencés. 
CHAPITRES: 
CONCLUSION 
La première partie de cette étude fut consacrée à l'étude de l'effet sur la, santé 
osseuse de diètes dont le contenu en minéraux (Ca et P) et en vitamine D étaient 
variables dans un modèle animal de rats carencés en calcium et en vitamine D. 
Ce modèle de carence nutritionnelle chez le rat est particulièrement intéressant 
puisqu'il permet, contrairement à ce qui est observé chez l'humain, de discriminer 
l'ostéomalacie du rachitisme chez l'animal jeune par simple modification de la diète. 
Il est ainsi possible de voir que les deux pathologies ont des causes et des mécanismes 
différents. Chez l'humain, ces différences sont peu apparentes puisque l'un des 
phénotypes (le rachitisme) prédomine sur l'autre. 
Nos résultats confirment l'importance d'un équilibre dans l'apport en calcium 
et en phosphore dans la diète et tout particulièrement en absence de vitamine D. Cet 
équilibre peut faire la différence entre une normalisation de l'histologie osseuse et 
l'apparition et le développement d'une pathologie. La présence de calcitriol permet de 
court-circuiter le ratio Ca :P puisque l'augmentation de l'absorption du calcium et du 
phosphore permet de normaliser les concentrations sériques de ces minéraux. Cette 
normalisation des concentrations sériques régule de façon directe et indirecte (via la 
PTH) les concentrations circulantes du métabolisme actif de la vitamine D, le 
calcitriol. 
Bien que le ratio Ca :P ait le même effet sur la chélation du calcium intestinal 
par le phophore en présence de vitamine D, l'augmentation du transport actif du 
calcium par la vitamine D permet de mieux absorber le calcium. Dans certains cas, 
cependant, lorsque la quantité de minéraux est trop faible, l'effet de la vitamine D sur 
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l'absorption ne suffit plus pour normaliser les concentrations circulantes. Dans ces 
cas, la concentration de calcitriol sanguine demeure alors élevée. Il semble évident 
que des concentrations physiologiques élevées de calcitriol de façon chronique 
puissent affecter l'os, puisque l'os cortical des animaux du groupe D+ 1,1: 1 est 
particulièrement fragilisé. Le mécanisme à l'origine de ce phénomène reste inconnu. 
Habituellement, comme nous l'avons mentionné, la PTH est indispensable au 
processus de résorption de l'os. Des travaux supplémentaires avec des animaux 
supplémentés en D mais soumis à une diète basse en calcium et en phosphore seraient 
nécessaires afin de comprendre de quelle manière la l ,25 (OHhD agit sur l'os cortical. 
Une autre question soulevée par cette observation est la présence de 
mécanismes d'action différents entre l'os cortical et l'os trabéculaire formé à partir du 
cartilage de croissance, ou encore entre l'ossification intra-membranaire et 
endochondrale. Certaines cellules, comme les ostéoblastes ou les ostéoclastes, 
semblent montrer une spécialisation selon leur localisation dans l'os puisque certains 
stimuli montrent un effet préférentiel sur l'os trabéculaire ou l'os cortical. Les 
hormones thyroïdiennes sont, par exemple, responsables d'une résorption osseuse au 
niveau cortical (80). Ce qui cause cette spécialisation cellulaire n'est pas encore 
connu. 
La relation entre les concentrations de calcium et de phosphore a permis de 
montrer qu'un ratio Ca:P d'environ 2:1 permet de maximiser l'absorption de ces 
deux éléments. Les animaux utilisés dans cette étude qui reçoivent un tel ratio ne 
réussissent cependant pas à normaliser leur concentration sérique de calcium. Il 
semble que l'augmentation de la quantité nette de minéraux que ces animaux ingèrent 
sans en modifier le ratio permettrait d'atteindre la normocalcémie. Si cette donnée 
était vérifiée, il serait intéressant de voir la santé osseuse de ces animaux. 
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L'effet de l'absence de vitamine 0 chez des animaux de type sauvage dont les 
concentrations sériques de calcium et de phosphore sont normales serait intéressant, 
puisqu'il permettrait de comprendre l'effet du calcitriol sur le système osseux à 
l'extérieur de l'homéostasie phosphocalcique. Jusqu'à maintenant, cet effet n'a été 
démontré que par l'intermédiaire d'animaux dont certains gènes avait été désactivés, 
mais n'as pas été démontré par des carences nutritionnelles. 
Si l'expression génique du cartilage de croissance ne semble pas liée à 
l'histologie ou au statut biochimique, néanmoins, l'observation faite auprès des 
animaux issus du groupe D-1,1:1 qui montrent une expression plus importante de 
presque tous les gènes étudiés, indique que la carence alimentaire chronique en 
calcium et en vitamine 0 perturbe, de manière importante, l'expression de gènes qui 
codent pour des protéines responsables de la maturation et de la vascularisation de 
l'ossification endochondrale. 
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